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En resumen los resultados obtenidos de nuestro análisis del gen e1 de G.intestinalis muestran 
que este tiene un papel importante en la biología de este eucariote tempranamente divergente. 
E1 es esencial para el desarrollo de los trofozoítos e interviene en la diferenciación a quistes. 
Además una interesante localización de la proteína E1 en la pared del quiste sugiere que ésta 
puede estar involucrada en la formación de la matriz de la pared o en eventos tempranos en la 
exquistación. Estos resultados también sugieren que la ubiquitinación en sí puede ser esencial 
para el desarrolló y diferenciación de Giardia.  La proteína E1 sufre un procesamiento 
proteolítico, el cual puede ser una clave importante en la evolución de esta familia de proteínas. 
Proponemos que más que los procesos asociados con degradación proteosomal son los 
papeles de la ubiquitinación en procesos no degradativos (señalización, transporte, etc) los 
indispensables en el desarrollo de este eucariota primitivo. Para determinar los papeles 
celulares en los cuales interviene la ubiquitinación analizamos la expresión y localización de la 
Ub y las proteínas ubiquitinadas. 
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5.2. Los patrones de proteínas ubiquitinadas y la localización de especies de 
ubiquitina sugieren una asociación entre la ubiquitinación y la biología de 
G.intestinalis.  
 
5.2.1. El conjunto de proteínas ubiquitinadas es regulado durante la enquistación de 
G.intestinalis. 
La ubiquitina es una proteína eucariota altamente conservada. Previamente en G.intestinalis se 
identificó el gen de ub y se comprobó que éste se expresa (a nivel de mRNA) constitutivamente 
durante todo su ciclo de vida [161,162]. Hasta la fecha no se tiene información sobre el 
comportamiento de la expresión del gen de ub a nivel de proteína, y mucho menos sobre el 
patrón de conjugados Ub-proteína (proteínas ubiquitinadas) que la Ub pueda formar en este 
organismo. Con estos antecedentes decidimos, en primer lugar, determinar el patrón de 
expresión de Ub y los patrones de ubiquitinación durante la enquistación. Realizamos  
experimentos de inmunoblot (Ub-inmunoblot) sobre extractos de trofozoítos, células inducidas a 
enquistar, y quistes. Trofozoítos fueron inducidos a enquistar in vitro y se colectaron células a 
diferentes tiempos de inducción (0, 6, 12, 24 y 48 horas), se prepararon extractos-NP40 
(citoplasmático) así como una fracción nuclear enriquecida (nuclear). Como marcador del 
proceso de enquistación evaluamos la expresión de la proteína CWP1, CWP1 se induce solo 
bajo el estímulo de la enquistación como efectivamente ocurrió en nuestro experimento (Figura 
22A). La Ub y sus conjugados (proteínas ubiquitinadas) se detectaron con el anticuerpo anti-Ub 
ZTA10 que reconoce todo el conjunto de especies de Ub (proteínas mono- y poli-ubiquitinadas, 
así como la Ub libre). La Figura 22B muestra el resultado del Ub-inmunoblot sobre extractos 
citoplasmáticos y la fracción nuclear enriquecida. La Ub se expresa en trofozoítos y durante 
todo el proceso de enquistación, además tanto la Ub libre como las proteínas ubiquitinadas 
están presentes en citoplasma y núcleo. Se observó claramente como el patrón de proteínas 
ubiquitinadas cambió a medida que avanza la diferenciación. Esta es la primera evidencia de 
que existe un recambio de proteínas ubiquitinadas durante la enquistación, además muestra 
que el proceso de ubiquitinación de proteínas en sí es regulada durante la enquistación. 
 
En la figura 22B también se observa que hay una gran diferencia entre los patrones de 
proteínas ubiquitinadas citoplasmáticas y proteínas ubiquitinadas nucleares. La cantidad de 
proteínas ubiquitinadas en la fracción citoplasmática es mayor en trofozoítos y disminuye 
cuando estos son inducidos a enquistar alcanzando su nivel mas bajo a las 24h de inducción, y 
en el estadio de quiste (48h) se observa un leve incremento. A las 24h se observan dos señales 
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de 25 y 32kDa (*), las cuales son las más intensas en todo el proceso de diferenciación. La 
intensidad de estas dos señales podría indicar gran abundancia de las dos proteínas sustrato 
y/o una tasa de ubiquitinación de estas bastante alta.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la fracción nuclear el comportamiento del conjunto de proteínas ubiquitinadas sigue siendo 
complejo, un leve incremento se observó a las 6 horas de inducida la diferenciación y después 
el conjunto de proteínas disminuye drásticamente hasta alcanzar el nivel mas bajo en quistes. 
Además, en la fracción nuclear se observa la aparición y desaparición de señales específicas 
(*), algunos ejemplos puntuales son:  
 
- Dos señales de gran intensidad de 20 y 60 kDa son detectadas en trofozoítos y a las 6h 
de inducido el proceso, y posteriormente éstas desaparecen por completo. 
- Una fuerte señal de 100kDa aparece y se presenta sólo a las 6h de inducida la 
enquistación. 
- Una señal de 100kDa se observa fuertemente en el estadio de quiste y se podría decir 
que es la proteína ubiquitinada más representativa de este estadio.  
Figura 22. Detección de Ub y proteínas ubiquitinadas durante la enquistación.  Trofozoítos de G.intestinalis 
fueron inducidos a enquistar y se colectaron células en diferentes etapas del proceso (0, 6, 12, 24 y 48 horas). 
Extractos NP40 (30μg) citoplasmáticos (citoplasmáticos) o fracciones nucleares enriquecidas (nuclear) fueron 
sujetos a SDS-PAGE (6-20%) y transferidos a membranas de PVDF. (A) Inmunodetección de la proteína CWP1, 
anticuerpo anti-CWP1-TAMRA (1:500), la flecha señala a la proteína CWP1 de 26kDa. Las bandas de mayor peso 
molecular representan agregados de CWP1 con otras proteínas CWP. (B) Inmunodetección de Ub y proteínas 
ubiquitinadas utilizando el anti-Ub ZTA10 (1:3). La posición de la Ub libre se señala a la derecha del panel (Ub). Los 
(*) indican señales para las proteínas ubiquitinadas que presentan los cambios más drásticos. Sistema de detección 
quimioluminiscente. 
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Lo anterior demuestra que durante la enquistación se presenta regulación de la ubiquitinación 
de proteínas nucleares. Varias proteínas nucleares son sustrato de ubiquitinación (histonas, 
factores de transcripción, ciclinas, etc) y regulan diversos procesos celulares (ejemplos 
puntuales se describen en 2.4.1 y 2.4.2). Por lo tanto lo observado en las fracciones nucleares 
enriquecidas podría sugerir algún tipo de regulación mediado por ubiquitinación en procesos 
nucleares en Giardia durante la enquistación.    
 
Realizamos experimentos de inmunoprecipitación para enriquecer los conjugados Ub-proteína, 
y de esta manera observar más claramente en una mayor cantidad de extracto proteico la 
variación del conjunto completo de especies de Ub durante la enquistación. Las especies de Ub 
fueron inmunoprecipitadas con el anticuerpo FK2 (reconoce proteínas mono- y poli-
ubiquitinadas) y detectadas por inmunoblot con el anticuerpo anti-Ub ZTA10 (Figure 23A). Con 
la inmunoprecipitación se observó un enriquecimiento de las proteínas ubiquitinadas, 
especialmente aquellas de alto peso molecular (Figura 23A), las cuales no se detectaron 
claramente con el Ub-immunoblot discutido previamente (Figure 22B). El conjunto de proteínas 
ubiquitinadas disminuyó dramáticamente una vez las células fueron inducidas a enquistar, 
además se observó un leve incremento de estas en los quistes con respecto a los otros estados 
post-inducción. Este leve incremento podría sugerir algún papel importante de las proteínas 
ubiquitinadas en la bioquímica del quiste. La dramática disminución de proteínas ubiquitinadas  
después de la inducción podría deberse a la regulación de componentes del sistema de 
ubiquitinación como las E3-ligases, DUBs entre otros; o por una regulación directa sobre los 
sustratos como su degradación. En resumen, de nuevo se observa que la ubiquitinación parece 
ser regulada una vez se induce la enquistación, y que el conjunto de proteínas ubiquitinadas se 
afecta drástica y rápidamente cuando se induce este proceso de diferenciación.   
 
Las proteínas marcadas con cadenas de Lys48-poliUb son sustratos de degradación mediada 
por el proteosoma 26S. Con el fin de evaluar el comportamiento de este grupo  específico de 
proteínas ubiquitinadas hicimos immunoprecipitación con un anticuerpo que reconoce solo este 
tipo de cadenas (mAb-K48) (Figure 23B). En la immunoprecipitación se observó que 
efectivamente G.intestianlis tiene proteínas marcadas con cadenas de Lys48-poliUb lo cual 
puede reflejar que este organismo presenta un sistema Ub-proteosoma funcional. Además se 
observó un mayor nivel de proteínas Lys48-poli-ubiquitinadas en los trofozoítos y éstas 
disminuyen una vez la enquistación es inducida, de forma similar a lo ocurrido con el conjunto 
completo de especies de Ub (Figura 23A). Se observó un leve incremento en las proteínas 
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Lys48-poli-ubiquitinadas a las 12h, fenómeno que no se observó para el conjunto completo de 
especies de Ub (Figura 23A). Ya que las proteínas ubiquitinadas con cadenas de Lys48-poliUb 
son los sustratos del proteosoma su comportamiento podría sugerir que durante la enquistación 
se presenta una regulación tiempo-específica de la degradación de proteínas mediada por el 
sistema Ub-proteosoma, con una activación importante a las 12 horas post-estímulo 
posiblemente asociada con la regulación molecular de la enquistación. Otra observación 
importante es que en las fracciones no unidas de las immunoprecipitaciones con  mAb-K48 se 
observan proteínas ubiquitinadas, esto sugiere que además de proteínas poli-ubiquitinadas con 
cadenas de Lys48-poliUb G.intestinalis presenta proteínas ubiquitinadas con especies de Ub 
(mono-ubiquitinadas o poli-ubiquitinadas con otros tipos de cadenas de poliUb). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Inmunoprecipitación de Ub y proteínas ubiquitinadas en extractos de trofozoítos y etapas 
de la enquistación.  Trofozoítos de G.intestinalis fueron inducidos a enquistar y se colectaron células en 
diferentes etapas del proceso (0, 6, 12, 24 y 48 horas). Las inmunoprecipitaciones se realizaron con 500μg 
extractos NP40 suplementados con N-etilmaleimida (10mM) y MG132 (20μM). (A) El conjunto completo de 
especies de Ub fue inmunoprecipitado con el anticuerpo FK1. (B) Las proteínas poli-ubiquitinadas con 
cadenas de Lys48-poliUb fueron inmunoprecipitadas con el anticuerpo mAb-K48. Las proteínas 
inmunoprecipitadas fueron separadas por SDS-PAGE (6-20%), transferidas a membranas de PVDF y 
sujetas a Ub-inmunoblot con el anticuerpo ZTA10. (Ext) 30μg de extracto – input, (NE) fracción no enlazada, 
(IP) immunoprecipitado y (UL) último lavado.  Sistema de detección quimioluminiscente. 
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5.2.2. Diferentes especies de ubiquitina presentan diferentes patrones de localización 
celular tanto en trofozoítos como durante la enquistación. 
El efecto que genera la ubiquitinación sobre las proteínas sustrato depende del número de 
moléculas de Ub (mono-, multi- o poli-ubiquitinación) así como del tipo de cadena de poliUb 
conjugada. Con el fin de analizar el comportamiento y distribución celular de los diversos tipos 
de modificación por Ub realizamos experimentos de inmunofluorescencia sobre trofozoítos, 
células enquistantes y quistes empleando anticuerpos específicos.  
 
5.2.2.1. Distribución del conjunto completo de especies de Ub 
El conjunto completo de especies de Ub (proteínas mono-, poli-ubiquitinadas y Ub libre) fueron 
determinadas con el anticuerpo específico para G.intestinalis pAb-gUb (Figura 24), este 
anticuerpo fue producido por nosotros previamente empleando como antígeno Ub purificada de 
G.intestinalis [167]. Observamos que en trofozoítos la Ub se encuentra ampliamente distribuida 
en toda la célula como señales puntuales (“spots”) y no de forma difusa, y sugiere igual que 
para E1 que gran parte del conjunto de especies de Ub se encuentra en agregados, vesículas 
y/o estructuras de complejos proteícos. Este patrón de localización es bastante similar al 
observado para la proteína E1 (Figura 20), ya que la acción de la Ub depende de su activación 
por la E1 es coherente que ambas proteínas se encuentre en el mismo ambiente celular y en la 
misma distribución en “spots”. Se observaron interesantes “spots” regulares en la periferia del 
trofozoíto muy cercanas a la membrana celular (Figura 24 – flechas), este patrón de localización 
es similar al observado para las vesículas periféricas similares a lisosomas (PVs) de 
G.intestinalis (Figura 13) [111]. En Giardia las PVs funcionan como ambos: lisosomas y 
endosomas [111,112]. Esta localización periférica definida de las especies de Ub podría sugerir 
una posible asociación entre la Ub, la ubiquitinación y las PVs. Estas señales periféricas 
también se detectaron después de 6h de inducida la enquistación, pero no se detectaron 
claramente en células enquistantes y quistes. En células enquistantes el patrón punteado 
regular (“spots”) cambia a una distribución difusa en todo él parásito, mostrando el mismo 
comportamiento de la proteína E1. No logramos determinar de forma contundente si hay 
asociación de las especies de Ub y las vesículas específicas de enquistación (ESVs), aunque 
observamos co-localización entre ESVs y Ub el hecho que la distribución del conjunto de 
especies de Ub sea amplia en toda la célula enquistante podrían estar generando un efecto de 
coincidencia. Sin embargo tampoco podemos descartar esta asociación. El cambio de 
localización de “spots” a localización difusa indica una redistribución del conjunto de especies 
de Ub relacionada directamente con la diferenciación de los trofozoítos. En el estadio de quiste 
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el conjunto de especies de Ub se detectaron en el cuerpo interno del quiste en forma difusa y 
una muy interesante señal en la pared del quiste. De nuevo un patrón similar al observado para 
la proteína E1 (Figura 20). El que encontráramos a las especies de Ub y a la proteína E1 en la 
pared del quiste nos permite sugerir una asociación entre la ubiquitinación y la biología de esta 
matriz celular.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.2.2.2. Distribución de proteínas poli-ubiquitinadas. 
Para determinar la localización sólo de proteínas poli-ubiquitinadas empleamos el anticuerpo 
FK1 el cual reconoce cadenas de poliUb pero no monoUb o Ub libre (Figura 25). En trofozoítos 
Figura 24. Inmunolocalización del conjunto completo de especies de Ub durante la enquistación. 
Trofozoítos, células enquistantes y quistes fueron colectados, fijados en láminas con p-formaldehído al 4% y 
analizados por inmunofluorescencia con el anticuerpo específico contra la Ub de G.intestinlais pAb-gUb 1:500. 
Como anticuerpo secundario se utilizó un anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado a AlexaFluor 488. La proteína 
CWP1 (marcador de ESVs y pared del quiste) se detectó con el anti-CWP1-TAMRA 1:100 (Waterborne Inc). Los 
diferentes estadios se indican como: (T) trofozoítos,  (6h) células 6h post-inducción, (ENC) células enquistantes, y 
(Q) quistes. (ESVs) es vesículas específicas de enquistation, (N) núcleos, DIC es microscopía de luz (“differential 
interference contrast”). Las flechas indican la señal periférica similar a PVs. La barra corresponde a 10 μM.  
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se detectaron proteínas poli-ubiquitinadas como “spots” discretos en el citoplasma y de forma 
menos intensa que la señal del completo conjunto de especies de Ub (Figure 24 – pAb-gUb). 
De forma interesante no se observó señal en los núcleos de los trofozoítos. Lo anterior indica 
que el total de proteínas poli-ubiquitinadas se limita al citoplasma del parásito, y sugiere que las 
señales observadas en el Ub-immunoblot sobre fracciones nucleares enriquecidas de 
trofozoítos (Figura 22B) pueden deberse a los otro tipos de modificación por Ub (mono- y multi-
mono-ubiquitinación). Este resultado demuestra que hay diferencias en la 
compartimentalización de las diferentes especies de Ub, lo cual esta relacionado directamente 
con la compartimentalización del sustrato ubiquitinado.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Inmunolocalización de proteínas poli-ubiquitinadas durante la enquistación. Trofozoítos, células 
enquistantes y quistes fueron colectados, fijados en láminas con p-formaldehído al 4% y analizados por 
inmunofluorescencia con el anticuerpo FK1 (1:200) el cual reconoce cadenas de poliUb pero no monoUb o Ub 
libre. Como anticuerpo secundario se utilizó un anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado a AlexaFluor 488. La 
proteína CWP1 (marcador de ESVs y pared del quiste) se detectó con el anti-CWP1-TAMRA 1:100 (Waterborne 
Inc). Los diferentes estadios se indican como: (T) trofozoítos,  (6h) células 6h post-inducción, (ENC) células 
enquistantes, y (Q) quistes. (ESVs) es vesículas específicas de enquistation, (N) núcleos, DIC es microscopía de 
luz (“differential interference contrast”). La barra corresponde a 10 μM.  
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Una vez inducido el proceso de enquistación la señal para proteínas poli-ubiquitinadas 
permanece como “spots” pero incrementa en intensidad con respecto a los trofozoítos (Figura 
25, 6h y ENC), además es un patrón diferente al difuso observado para el conjunto completo de 
especies de Ub (Figura 24). Adicionalmente la ausencia de señal en los núcleos observada en 
trofozoítos ya no es tan clara y podría sugerir una migración de proteínas poli-ubiquitinadas al 
núcleo o la poli-ubiquitinación de  proteínas nucleares. Lo anterior demuestra una vez más que 
la ubiquitinación es un proceso activo en la enquistación. En cuanto a las ESVs no se observó 
co-localización entre estas y las proteínas poli-ubiquitinadas. En el estadio de quiste se observó 
señal de proteínas poli-ubiquitinadas en el interior de este y en la pared, similar al patrón 
observado con el pAb-gUb, esto indica que hay proteínas ubiquitinadas con cadenas de poliUb 
en la pared del quiste o muy cerca a ella.  
 
5.2.2.3. Distribución del conjunto de proteínas mono- y multi-mono-ubiquitinadas. 
Determinamos la localización de proteínas mono- y multi-ubiquitinadas usando el anticuerpo 
FK2 y comparando con los resultados obtenidos con el anticuerpo FK1. FK2 reconoce ambas 
especies monoUb y poliUb mientras que FK1 reconoce solo proteínas poliUb, de tal manera que 
si se comparan las señales obtenidas con ambos anticuerpos se puede inferir la localización de 
especies de monoUb o multiUb, las cuales corresponden a las señales detectadas con FK2 
(monoUb y poliUb) que están ausentes en FK1 (poliUb). Además FK2 parece tener mayor 
preferencia por especies de monoUb que de polyUb (comunicación personal Simona Polo). En 
la Figura 26 se observa la inmunofluorescencia con el anticuerpo FK2.  En trofozoítos se 
observó una señal discreta en el citoplasma y una señal intensa en los núcleos. La señal 
citoplasmática es mucho menor a la observada para el conjunto completo de especies de Ub y 
proteínas poliUb (Figuras 24 y 25). Esto podría sugerir que el conjunto de proteínas 
ubiquitinadas en el citoplasma esta conformado mayoritariamente por proteínas poli-
ubiquitinadas más que por mono- o multi-mono-ubiquitinadas. La fuerte señal en los núcleos no 
se detectó con FK1 (Figura 25), esto claramente indica presencia de proteínas mono- o multi-
mono-ubiquitinadas en los núcleos.  Además este resultado sugiere de nuevo que las señales 
observadas en el Ub-immunoblot sobre extractos nucleares de trofozoítos (Figura 22B) se 
deben a proteínas mono- o multi-mono-ubiquitinadas. La señal nuclear persiste a 6h post-
inducción y disminuye en intensidad en las células enquistantes. Esto sugiere que durante la 
enquistación se da una regulación negativa de la mono- y/o multi-mono-ubiquitinación de 
proteínas nucleares, de tal forma que la modificación es eliminada, quizás mediado por la 
acción de proteínas DUBs. En las células enquistantes permanece el patrón de “spots” 
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citoplasmático y no se observó asociación evidente entre las ESVs y la señal con FK2. En 
quistes se observó señal en el interior y en la pared, similar al patrón observado con el pAb-gUb 
y FK1. Sin embargo la señal en el interior del quiste no es difusa como la observada con pAb-
gUb. Con base en estos resultados en quistes podemos sugerir que la señal en la pared del 
quiste podría deberse a presencia de especies de monoUb (señal con FK2) y/o cadenas de 
poliUb (señal con FK1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Inmunolocalización de proteínas ubiquitinadas durante la enquistación con el anticuerpo FK2. 
Trofozoítos, células enquistantes y quistes fueron colectados, fijados en láminas con p-formaldehído al 4% y 
analizados por inmunofluorescencia con el anticuerpo FK2 (1:200) el cual reconoce monoUb y cadenas de poliUb, 
con preferencia hacia las especies de monoUb. Como anticuerpo secundario se utilizó un anticuerpo anti-IgG de 
ratón conjugado a AlexaFluor 488. La proteína CWP1 (marcador de ESVs y pared del quiste) se detectó con el anti-
CWP1-TAMRA 1:100 (Waterborne Inc). Los diferentes estadios se indican como: (T) trofozoítos,  (6h) células 6h 
post-inducción, (ENC) células enquistantes, y (Q) quistes. (ESVs) es vesículas específicas de enquistation, (N) 
núcleos, DIC es microscopía de luz (“differential interference contrast”). La barra corresponde a 10 μM.  
 
Figura 28. Inmunolocalización de proteínas ubiquitinadas con cadenas de Lys48-poliUb durante la 
enquistación. Trofozoítos, células enquistantes y quistes fueron colectados, fijados en láminas con p-formaldehído 
al 4% y analizados por inmunofluorescencia con el anticuerpo mAb-K48 (1:250) el cual reconoce específicamente 
cadenas de Lys48-poliUb. Como anticuerpo secundario se utilizó un anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado a 
AlexaFluor 488. La proteína CWP1 (marcador de ESVs y pared del quiste) se detectó con el anti-CWP1-TAMRA 
1:100 (Waterborne Inc). Los diferentes estadios se indican como: (T) trofozoítos,  (6h) células 6h post-inducción, 
(ENC) células enquistantes, y (Q) quistes. (ESVs) es vesículas específicas de enquistation, (N) núcleos, DIC es 
microscopía de luz (“differential interference contrast”). Las flechas de cabeza completa indican la señal periférica 
similar a PVs (T y 0h). Las flechas de cabeza fraccionada indican la señal regular al interior de la célula enquistante, 
posible sistema de endomembranas. La barra corresponde a 10 μM.  
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Analizando con mas detalle los trofozoítos observamos que la señal nuclear intensa estaba 
presente en la mayoría de las células (70%) (Figura 27A). También se observó que trofozoítos 
que estaban terminando el proceso de división celular presentaban la señal nuclear (Figura 
27B). Estos resultados indican que la mono- o multi-mono-ubiquitinación de proteínas nucleares 
podría estar siendo regulada durante el ciclo celular replicativo de los trofozoítos, así como 
durante la enquistación. Además sugiere una participación de proteínas nucleares mono- o 
multi-mono-ubiquitinadas en mecanismos moleculares que podrían regular estos procesos. Una 
gran cantidad de sustratos nucleares son ubiquitinados por los complejos E3-ligasas APC/C y 
SCF (Sección 2.4.1), estas E3-ligasas son consideradas como reguladoras fundamentales del 
ciclo celular. Entonces, sería posible que las señales de ubiquitinación nuclear fueran 
generadas por la acción de estas E3-ligasas? Realizamos búsquedas en las bases de datos y 
análisis bioinformáticos y no encontramos proteínas homólogas a estas ligasas en G.intestinalis, 
lo que indica que al parecer estas proteínas no estan presentes en G.intestinalis. Este resultado 
es bastante interesante y genera otras preguntas como: ¿cómo es la regulación del ciclo celular 
en G.intestinalis? y ¿cuáles son las proteínas que intervienen en ella si las E3-ligasas 
protagonistas de estos eventos estan ausentes? Sin duda éste es un campo de exploración 
futura bastante interesante que permitiría comprender como es la regulación en un organismo 
tempranamente divergente y por tanto como fue el desarrollo primitivo de estos eventos tan 
importantes para el desarrollo de la célula eucariota. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27. Inmunolocalización de proteínas ubiquitinadas en trofozoítos con el anticuerpo FK2. 
Trofozoítos fueron colectados, fijados en láminas con p-formaldehído al 4% y analizados por 
inmunofluorescencia con el anticuerpo FK2 (1:200) el cual reconoce monoUb y cadenas de poliUb, con 
preferencia hacia las especies de monoUb. Como anticuerpo secundario se utilizó un anticuerpo anti-IgG de 
ratón conjugado a AlexaFluor 488. (A) Trofozoítos en crecimiento vegetativo. (B) Trofozoítos terminando de 
dividirse. DIC es microscopía de luz (“differential interference contrast”). La barra corresponde a 10 μM.  
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5.2.2.4. Distribución de proteínas Lys48-poly-ubiquitinadas.  
Utilizamos el anticuerpo que reconoce específicamente las cadenas de Lys48-poliUb para 
determinar la distribución de proteínas Lys48-poli-ubiquitinadas en trofozoítos y durante la 
enquistación (Figura 28). Además como las proteínas Lys48-poli-ubiquitinadas son sustratos del 
proteosoma 26S, está estrecha interacción permite inferir la localización del proteosoma 26S a 
través de la localización de estas proteínas. 
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En trofozoítos se observó que las proteínas Lys48-poli-ubiquitinadas están distribuidas 
ampliamente en toda la célula en forma de “spots”, presentando algunas zonas de mayor 
intensidad o concentración. Se observó una señal intensa en la periferia del trofozoíto muy 
cerca a la membrana plasmática, esta señal es similar a la observada con el anticuerpo pAb-
gUb (conjunto completo de especies de Ub) y similar al patrón de localización de las PVs. Esta 
concentración periférica elevada también se observó en células después de 6h de inducción 
(flechas en T y 6h). Esta localización sugiere una asociación de proteínas Lys48-poli-
ubiquitinadas y/o proteosoma con las PVs. En células enquistantes se observa una 
organización regular de “spots” hacia el interior de la célula (flechas en ENC) que podría sugerir 
la asociación con un sistema especial de endomembranas generado durante la enquistación, el 
cual no esta relacionado con las ESVs (no hay co-localización). En el estadio de quiste las 
proteínas Lys48-poliubiquitinadas se localizan sólo en el interior, la señal es intensa y presente 
en todo el cuerpo del quiste. La ausencia de tinción en la pared del quiste indica que la señal 
que se observa para el conjunto de proteínas poli-ubiquitinadas (anticuerpo FK1) se debe a otro 
tipo de cadenas de Ub. La señal constante e intensa de proteínas Lys48-poli-ubiquitinadas de 
en trofozoítos, enquistantes y quistes sugiere actividad proteosomal durante todo el ciclo de 
vida del parásito. 
 
5.2.2.5. Distribución de proteínas Lys63-poly-ubiquitinadas. 
La modificación de proteínas con cadenas de Lys63-poliUb esta involucrada en procesos como 
la reparación del DNA, endocitosis y en señalización. Para identificar este tipo de cadenas de 
Ub y su distribución realizamos inmunofluorescencia con el anticuerpo mAb-K63, este 
anticuerpo reconoce específicamente las cadenas de Lys63-poliUb (Figura 29). Detectamos 
cadenas de Lys63-poliUb en trofozoítos, células enquistantes y quistes, demostrando así que 
este tipo de modificación por Ub esta presente en G.intestinalis. Este resultado indica que la 
ubiquitinación en G.intestinalis presenta papeles alternos a la degradación por Ub-proteosoma, 
y que podría intervenir como señalizador de otro tipo de procesos. El patrón de localización fue 
puntual (“spots”) y regular. En los trofozoítos y células después de 6h de inducción se observó 
que las proteínas Lys63-poli-ubiquitinadas están mayoritariamente distribuidas hacia la periferia 
y la zona anterior a los núcleos. La señal periférica es bastante interesante y podría indicar 
relación de estas cadenas con mecanismos de internalización de proteínas de membrana en 
Giardia. En las células enquistantes la señal de proteínas Lys63-poli-ubiquitinadas está menos 
restringida y se observó en todo el cuerpo celular, además no se observó co-localización con 
las ESVs. En los quistes la señal fue discreta limitándose a pocos “spots” en el interior.  
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En resumen los resultados obtenidos del análisis de los patrones de proteínas ubiquitinadas y la 
localización de especies de Ub generaron información importante sobre el comportamiento y 
papeles de la ubiquitinación en G.intestinalis. Observamos que hay diferencias entre los 
patrones de proteínas ubiquitinadas citoplasmáticas y nucleares, además estos varían 
considerablemente una vez se induce la enquistación. La enquistación es  un proceso en el que 
la ubiquitinación se ve drásticamente afectada, observándose una disminución considerable en 
la cantidad de proteínas ubiquitinadas (immunoblot e immunoprecipitaciones). Los estudios de 
localización nos permiten sugerir que en el conjunto de proteínas ubiquitinadas citoplasmáticas 
Figura 29. Inmunolocalización de proteínas ubiquitinadas con cadenas de Lys63-poliUb durante la 
enquistación. Trofozoítos, células enquistantes y quistes fueron colectados, fijados en láminas con p-formaldehído 
al 4% y analizados por inmunofluorescencia con el anticuerpo mAb-K63 (1:100) el cual reconoce específicamente 
cadenas de Lys63-poliUb. Como anticuerpo secundario se utilizó un anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado a 
AlexaFluor 488. La proteína CWP1 (marcador de ESVs y pared del quiste) se detectó con el anti-CWP1-TAMRA 
1:100 (Waterborne Inc). Los diferentes estadios se indican como: (T) trofozoítos,  (6h) células 6h post-inducción, 
(ENC) células enquistantes, y (Q) quistes. (ESVs) es vesículas específicas de enquistation, (N) núcleos, DIC es 
microscopía de luz (“differential interference contrast”). La barra corresponde a 10 μM.  
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están presentes proteínas mono-, multi-mono- y poli-ubiquitinadas, mientras que en el núcleo se 
restringe en gran parte a proteínas mono- o multi-mono-ubiquitinadas. Importantes cambios en 
las proteínas nucleares durante la enquistación junto con la desaparición de señales de 
proteínas mono-ubiquitinadas en los núcleos en células enquistantes nos permiten sugerir que 
durante este proceso es posible una asociación mono-ubiquitinación-enquistación.  Además 
proponemos la regulación de procesos nucleares a través de  mono-ubiquitinación en el estadio 
vegetativo/replicativo de trofozoíto. Los resultados sugieren una posible asociación de 
ubiquitinación con PVs, en especial de proteínas poli-ubiquitinadas con cadenas de Lys48-
poliUb. La localización de proteínas mono- y poli-ubiquitinadas (diferentes a cadenas Lys48-
poliUb y Lys63-poliUb), así como la localización de la proteína E1 en la pared del quiste 
demuestra una relación entre esta matriz y la ubiquitinación, además de un posible papel como 
censor y transductor de señales externas. Sin lugar a duda durante al enquistación hay una 
regulación de la ubiquitinación, ya sea a través de la regulación de sus componentes (enzimas 
E3-ligasas, DUBs, etc) o de los sustratos.  Para determinar los procesos celulares en los que 
podría intervenir la ubiquitinación realizamos experimentos para identificar proteínas efectoras 
(proteínas de unión a Ub) y sustratos de ubiquitinación. 
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5.3. Identificación de proteínas efectoras de la señal de ubiquitinación: proteínas del 
sistema Ub-proteosoma y dos chaperonas candidatas a proteínas de unión a Ub 
en G.intestinalis. 
 
Las proteínas de unión a Ub (UBPs) se consideran los sensores y/o efectores de las señales 
mediadas por ubiquitinación. Se realizaron experimentos de “pull down” para identificar UBPs 
en G.intestinalis, y así hacer inferencias sobre procesos celulares específicos donde pueda 
intervenir la ubiquitinación. El experimento de “pull down” consistió en aislar UBPs utilizando Ub 
o Ub3 fusionadas a GST (GST-Ub y GST-Ub3) e identificarlas por espectrometría de masas.  
 
5.3.1.  Producción de proteínas GST, GST-Ub y GST-Ub3. 
El ensayo de “pull down” tiene dos componentes: la Ub y el extracto en el cual estan las UBPs. 
Con el fin de aislar y retener las UBPs utilizamos perlas (glutatión-sefarosa) acopladas a 
proteínas recombinantes de Ub y tri-Ub lineal Ub3 (Ub-Ub-Ub) humana fusionada a la glutation-
s-transferasa – GST (GST-Ub y GST-Ub3 respectivamente). Por lo tanto el paso inicial fue 
producir estas proteínas. Las proteínas GST, GST-Ub y GST-Ub3 se expresaron y purificaron a 
partir de clones pGEX-6P2, pGEX-4T3-Ub y pGEX-6P2-Ub3 respectivamente (Figura 30), los 
cuales fueron obsequiados por la Dra. Simona Polo del Institute FIRC of Molecular Oncology 
Foundation (IFOM) – Milan, Italia. Las proteínas fueron purificadas a partir de extractos 
proteícos utilizando perlas de glutatión-sefarosa, este proceso no solo permitió la purificación 
sino el acople de las proteínas a las perlas y se usaron directamente para el “pull down”.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 30. Proteínas de fusión GST, GST-Ub y GST-Ub3. (A) Purificación de la proteína de fusión GST-Ub3. A partir de 
un extracto proteico (cultivo de 1L LB-Amp del clon pGex6P2-Ub3) se purificó la proteína GST-Ub3 empleando perlas de 
glutatión-sefarosa (Amersham). Las fracciones de la purificación se evaluaron por SDS-PAGE. (Ext) 30μg de extracto de 
partida, (NE) fracción no enlazada y (P) proteína purificada en perlas de glutatión-sefarosa (1μl).  Este gel ejemplifica el 
proceso de purificación, resultados similares se obtuvieron para GST y GST-Ub. (B) Proteínas de fusión purificadas 
acopladas a perlas de glutatión-sefarosa. Las proteínas de fusión purificadas se cuantificaron comparando con patrón de 
BSA por SDS-PAGE. Se cargaron 1,3 y 5 μL de perlas y 1,3 y 5 μg de BSA. 
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5.3.2. El establecimiento del ensayo de “pull down” revela uan fuerte actividad cisteína 
proteasa en G.intestinalis.  
Antes de iniciar con los experimentos de “pull down” era necesario tener en cuenta algunas 
consideraciones como la baja constante de asociación que se presenta entre los UBDs 
(dominios de unión a Ub) y la Ub libre, ya que es indispensable mantener las mismas relaciones 
en el experimento de asociación in vitro (“pull down”). La Kd entre UBD-Ub es del orden 
micromolar (10-500μM) [11], por lo tanto utilizamos una concentración de 20μM de proteína de 
fusión (GST-Ub o GST-Ub3) y debíamos utilizar una concentración de extracto cercana a 200μM 
o mayor. Para expresar la concentración en molaridad es necesario conocer el peso molecular 
de la proteína de interés, pero un extracto es una mezcla heterogénea de proteínas de diversos 
tamaños; por lo tanto definir la concentración exacta en molaridad es imposible. Una 
aproximación es trabajar con un promedio de pesos moleculares de 50kDa y obtener así un 
valor de concentración aproximada, se tuvo en cuenta esta consideración para expresar la 
concentración del extracto en molaridad. El volumen del ensayo de “pull down” fue de 100μl, y 
se necesitó de 1mg de extracto (concentración final aproximada de 200μM). Para determinar el 
comportamiento general del experimento realizamos un primer ensayo con extracto de 
G.intestinalis y simultáneamente con extracto de células de la línea celular humana 243T 
(linfocitos T) (Figura 31A), el extracto humano de 243T ya se había usado en este tipo de 
experimentos y había permitido la identificación de UBPs humanas (comunicación personal Dra. 
Simona Polo). Los extractos se incubaron por 2h a 4°C con perlas de glutatión-sefarosa con 
proteína de fusión GST-Ub y como control con GST sola, posteriormente lavamos las perlas 
para eliminar proteínas no retenidas, y finalmente realizamos dos elusiones NaCl 500mM para 
evaluar si las proteínas que se unían a Ub podían ser eluidas de las perlas modificando la 
concentración iónica. Todas las fracciones así como las perlas se evaluaron por SDS-PAGE 
(Figura 31A). Como se observa en la figura 31A se obtuvieron resultados similares con los dos 
extractos, no se observaron proteínas en el último lavado (UL) ni en los eluidos con NaCl 
500mM (E1 y E2); es decir que las proteínas que se retenían en las perlas no se podían eluir 
aumentando la fuerza iónica. Se observó que las proteínas asociadas permanecían con las 
perlas (P) asociadas con la Ub. Comparando las perlas GST y GST-Ub se observaron proteínas 
presentes solo en las perlas de GST-Ub, es decir proteínas específicamente asociadas con Ub. 
De tal manera que lográbamos aislar proteínas que se asociaban específicamente a Ub (UBPs).  
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Figura 31. Implementación del “pull down” para aislar proteínas de unión a ubiquitina. (A). Pull down con 
extracto de G.intestinalis (negro) y de células humas 243T (gris). Si incubó 1mg de extracto con perlas glutatión-
sefarosa con GST-Ub (20μM), durante 2h a 4°C. Las perlas se lavaron con buffer YY y se realizaron dos 
elusiones con NaCl 500mM. Fracciones y perlas de analizaron por SDS-PAGE (gradiente 6-20%). Los carriles 
se indican como: (M) marcador de peso molecular, (NE) fracción no enlazada, (UL) último lavado con buffer YY, 
(E1) y (E2) eluidos con NaCl 500mM, (P) perlas GST-Ub y proteínas asociadas. La flecha indica la secuencia del 
experimento. Se indican en el gel las proteínas GST y GST-Ub. (B) Ensayo de inhibición de actividad proteasa 
con PMSF (1mM) y e inhibidor de DUBs Ub-aldehído (2μM). Se incubó 100μg de extracto con perlas glutatión-
sefarosa con GST-Ub3 (20μM), durante 2 o 6h a 4°C. La mezcla se analizó por inmunoblot con anticuerpo anti-
GST y sistema de revelado quimioluminiscente. El tiempo de incubación se indica sobre los carriles como 0, 2 y 
6 horas. Los signos (+) indican presencia y (-) ausencia. Al costado derecho del blot se indican la posición de las 
proteínas GST-Ub3 y GST. (C) Ensayo de inhibición de actividad proteasa con NEM 10mM y de especificad de 
sustrato (proteína de fusión). Se incubó 100μg de extracto con perlas glutatión-sefarosa con GST-Ub, GST-Ub3 
o GST-Myo6, durante 2 o 6h a 4°C. La mezcla se analizó por inmunoblot con anticuerpo anti-GST y sistema de 
revelado quimioluminiscente. El tiempo de incubación se indica sobre los carriles como 0 y 2 horas. Los signos 
(+) indican presencia y (-) ausencia. Al costado derecho del blot se indican la posición de las proteínas GST-Ub3, 
GST-Myo6, GST-Ub y GST. Los (*) muestran una señal adicional de GST de la proteína GST-Myo6, propia de 
esta proteína de fusión.   
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Con el extracto de G.intestinalis observamos que la proteína de fusión GST-Ub era clivada 
parcialmente generándose GST y Ub (8kDa se salió del gel), esto no ocurrió con el extracto de 
células humanas. Este interesante resultado demostró la presencia de importante actividad 
proteasa en el extracto. Vale la pena mencionar que los extractos estaban suplementados con 
el cóctel de inhibidores de proteasa de Sigma P8340 el cual contiene inhibidores de serina-, 
cisteína- y aspártico-proteasas, y amonipeptidasas (AEBSF, pepstatina A, E-64, bestatina, 
leupeptina y aprotinina). Teniendo en cuenta que la proteína de fusión era de Ub se pensó que 
el clivaje observado podría deberse a la presencia de actividad DUBs. Para determinar el tipo 
de actividad proteasa realizamos un ensayo incubando el extracto (sin inhibidores) con GST-
Ub3 y suplementando con: cóctel de inhibidores 1:10, PMSF 1mM (inhibidor de serina 
proteasas), y Ub-aldehído 2uM (inhibidor de DUBs). Usamos GST-Ub3 en lugar de GST-Ub ya 
que esta proteína de fusión permitía determinar si se generaban productos GST-Ub2, GST-Ub, 
Ub3 y Ub2 por actividad DUB. Las mezclas se incubaron por 2 y 6h a 37°C (se incremento la 
temperatura a 37°C para beneficiar la actividades enzimáticas), se evaluaron por inmunoblot 
con anticuerpo anti-GST y detección quimioluminiscente (Figura 31B). Se observó que ninguno 
de los inhibidores impidió el clivaje, más importante aun que no se debía a una actividad DUB.  
 
Se realizó un nuevo ensayo suplementando con N-etilmaleimida (NEM 10mM), un potente 
inhibidor irreversible de cisteína proteasas. Adicionalmente evaluamos la actividad proteasa 
sobre una proteína de fusión diferente a Ub, se utilizó la proteína de fusión GST-Myo6 (Miosina 
6) (obsequiada por Dra. Simona Polo). Esto nos permitía definir si la actividad proteasa era 
específica para Ub o no. Por otra parte Ub, Ub3 y Myo6 estaban clonadas en vectores pGEX 
(Healthcare Life Sciences) con diferentes sitios de clivaje: Ub esta clonada en el vector pGEX-
6P2 con sitio de clivaje para la proteasa Trombina (LeuValProArg/GlySer); mientras que Ub3 y 
Myo6 están clonadas los vectores pGEX-6P2 y pGEX-6P3 respectivamente, ambos con sitios 
de reconocimiento para la PreScissionTM Protease (LueGluValLeuPheGln/GlyPro). El resultado 
(Figura 31C) mostró que la proteasa presente en el extracto clivó las tres proteínas de fusión, lo 
que indica que no es específica de Ub ni del sitio de clivaje de cada vector. Lo anterior indica 
que probablemente la proteasa cliva en un lugar diferente al sitio de reconocimiento de trombina 
o PreScissionTM Protease, pero en la región entre GST y Ub/Myo6. Se observó que en los tres 
casos la NEM inhibió la actividad proteasa que clivaba las proteínas de fusión, sugiriendo que 
se trataba de una cisteína proteasa. Estos resultados nos permitieron definir que era necesario 
incluir NEM en el “pull down” y además que el extracto de G.intestinalis presenta una importante 
actividad cisteína proteasa que valdría la pena explorar en futuros estudios.   
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5.3.3. Proteínas del sistema Ub-proteosoma y dos chaperonas candidatas a proteínas de 
unión a Ub en G.intestinalis.  
Se realizó el ensayo “pull down” con extracto de G.intestinalis 1mg (100μM) y perlas glutatión-
sefarosa con GST-Ub3 (20μM) o GST (20μM) como control, en 100μl de volumen final y se 
incubó por 2h a 4°C. Las proteínas retenidas fueron separadas por SDS-PAGE en geles de 
poliacrilamida de gradiente 4-12% Nu-PAGE Novex Bis-tris y el gel fue teñido con coomassie 
coloidal (Figura 32). Se evaluaron en el mismo gel las perlas empleadas de GST-Ub3 y GST, se 
seleccionaron las bandas que estuvieran presentes sólo en el “pull down” extracto-GST-Ub3 y 
que no estuvieran en las perlas GST-Ub3 (de partida) o en el “pull down” con GST sola. El gel 
se observó sobre una lámpara de luz blanca que permitió ver más claramente las bandas. Estas 
bandas se cortaron del gel, se tripzinizaron y se analizaron por LC-MS/MS. Se identificaron 7 
proteínas (Tabla 1), 5 de ellas relacionadas con el sistema Ub-proteosoma y dos chaperonas.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32. “Pull down” de proteínas de unión a ubiquitina (UBPs). Se realizó “pull down” de las 
proteínas de unión a Ub incubando extracto de G.intestinalis (1mg) con GST-Ub3, las perlas se lavaron 
para eliminar proteínas no asociadas. Las proteínas retenidas se separaron por SDS-PAGE y el gel se 
tiño con coomassie coloidal. Se seleccionaron las bandas que estuvieran presentes solo en el “pull down” 
extracto-GST-Ub3 (Ext) y que no estuvieran en las perlas GST-Ub3 de partida (P) o en el “pull down” con 
GST (P y Ext). Las bandas seleccionadas se señalan con (*) y se numeran aquellas que se identificaron 
como proteínas de G.intestinalis, los (*) sin número se identificaron como proteínas derivadas de GST o 
keratina. Se indica sobre los carriles la proteína de fusión utilizada, GST-Ub3 o GST. (P) perlas de partida 
(control) y (Ext) extracto (“pull down”).  
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Banda No.Acceso Masa 
Mascot 
Score 
Descripción  
1 XP_001709153 147,519 504 
Subunidad reguladora del proteosoma 26S 
(BLAST Rpn2) 
Rpn2 
2 XP_001708030 121,326 1648 Enzima activadora de ubiquitina E1 
3 XP_001710128 91,673 242 Ubiquitina C-terminal hidrolasa 14 (DUB) Ubp14 
4 XP_001707986 92,978 83 Ubiquitina C-terminal hidrolasa 4 (DUB) Doa4 
4 BAD83616 39,977 192 Hsp90 citosólica Hsp90 
5 XP_001705567 46,110 196 
Proteína hipotética GL50803_16659 
(BLAST Subunidad regulatoria del proteosoma 
26S Rpn6) 
Rpn6 
6 AAA19123 72,611 412 
Proteína de union a la cadena pesada de la 
immunoglobulina – chaperona Bip 
Bip/Grp78 
 
  
 
La mayoría de proteínas identificadas hacen parte del sistema Ub-protesoma, a pesar de esto 
podemos plantear algunas asociaciones entre el sistema de ubiquitinación con procesos 
endocíticos (Doa4) y plegamiento de proteínas (Hsp90 y GPR78) las cuales se ampliaran mas 
adelante. El bajo número de proteínas identificadas no permitió realizar asociaciones del 
sistema de ubiquitinación con más procesos celulares. Al observar la figura 32 se observó 
clivaje de la proteína GST-Ub3, a pesar de incluir el inhibidor NEM; esto reduce la concentración 
neta de Ub3 acoplada a la resina y genera Ub3 en solución que también puede asociarse con 
proteínas con UBDs. Por otra parte es posible que la constante de asociación de otras proteínas 
con UBDs en G.intestinalis tengan tan baja afinidad que no fuera posible generar la asociación 
GST-Ub3-UBDs. Otro factor que pudo afectar la asociación pudo ser la propia Ub, usamos Ub 
humana (hUb) y no Ub de G.intestinalis (gUb). El uso de Ub humana se baso no solo en la 
disponibilidad que se tenía de las proteínas de fusión humanas sino en el análisis de la 
secuencia de ambas proteínas (Figura 33). Las proteínas hUb y gUb tienen una homología del 
87%, se diferencian en 10 residuos de un total de 76. Además los residuos Leu8, Ile44 y Val70 
identificados en la hUb como importantes para el reconocimiento por los UBDs estan presentes 
en la gUb en las mismas posiciones. Por estas razones se decidió utilizar la Ub humana. Los 
diez residuos diferentes no se han reportado como importantes o esenciales en el 
reconocimiento por UBDs, sin embargo por nuestros resultados de “pull down” no podemos 
descartar que no lo sean en G.intestinalis. Se propone realizar el experimento con Ub de 
Tabla 1. Proteínas identificadas por LC-MS/MS.  
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G.intestinalis como estrategia en identificación de otras proteínas de unión a Ub. A continuación 
analizamos cada una de las 7 proteínas identificadas y su relación con el sistema de 
ubiquitinación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.3.3.1. Enzima activadora de Ub (E1).  
La enzima E1 recluta a la Ub y la activa en el primer pasó de la cascada de ubiquitinación así 
que encontrarla en el “pull down” es bastante razonable, aunque no se ha reportado un UBD en 
E1 se sabe que está enzima se une a la Ub tanto de forma covalente como no-covalente 
(Sección 2.1.1) [23,27]. Los tres dominios (MoeB/ThiF, dominio catalítico y UFD, Figura 14) de 
la enzima E1 intervienen en el reclutamiento de la Ub, directa o indirectamente. Los tres 
dominios participan en la generación de una especie de cavidad en E1 que permite el ingreso 
de la Ub, y es lo suficientemente grande como para albergar al mismo tiempo a la enzima E2. El 
contacto directo con la Ub se da a través de los dominios ThiF-MoeB y el sitio catalítico. El 
dominio ThiF-MoeB tiene dos repetidos de estos motivos y solo el segundo se une a la Ub, sin 
embargo este no se considera como UBD [27]. Con el “pull down” se encontró la proteína E1 
completa, y no los fragmentos E1-68 y E1-47 que encontramos con nuestro estudio de la 
proteína (sección 2.1) lo cual es bastante interesante. Una posible explicación es que si bien 
E1-68 y E1-47 se deben asociar para generar una proteína funcional, es posible que esta 
proteína generada por la re-asociación presente menor afinidad por Ub que la proteína 
completa sin procesar, y que por esta razón no las detectáramos en el “pull down”. La diferencia 
en afinidades podría regular la activación de la Ub. Por ahora no tenemos información para 
soportar esta propuesta o explicar el fenómeno observado.  
 
Figura 33. Alineamiento de las secuencias de ubiquitina de Giardia intestinalis y homo sapiens. Se 
alinearon las secuencias C6LQV8 (G.intestinalis) y P0C647 (H.sapiens) utilizando el programa 
ClustalW2. Se indica la posición de las 7 lisinas aceptoras de Ub (negro) así como los residuos Leu8, 
Ile44 y Val70 involucrados en el reconocimiento por dominios de unión a Ub.  
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5.3.3.2. Subunidades de la partícula regulatoria del proteosoma: Rpn2 y Rpn6. 
Identificamos dos subunidades de la partícula regulatoria del proteosoma (RP) como candidatas 
a ser proteínas de unión a Ub, la proteína Rpn2 un componente del sub-complejo tapa y la 
proteína Rpn6 un componente del sub-complejo base [43]. La proteína Rpn2 interviene en la 
regulación de la actividad del proteosoma 26S, por ejemplo la actividad del proteosoma 26S es 
inhibida por H2O2 y esta inhibición es mediada por la glutationilación de Rpn2 [178], además 
Rpn2 en asociación con Rpn1 participa en la translocación del sustrato al interior del 
proteosoma [179]. Rpn2 también participa de forma indirecta en el mecanismo de 
reconocimiento de proteínas ubiquitinadas, se sabe que una vez el proteosoma se ensambla 
esta proteína interactúa con Rpn13 y esta interacción activa por exposición el UBD de Rpn13 
permitiendo así que está pueda reconocer moléculas de Ub [180]. En cuanto a Rpn6 se ha 
demostrado que es esencial para el ensamblaje del proteosoma, mediando la incorporación de 
las subunidades Rpn3, 7, 12, y 15 [181]. Además esta proteína es esencial para el desarrollo de 
organismo multicelulares como Drosophila melanogaster [182]. Hasta la fecha no se ha 
reportado que estas subunidades del RP posean dominios de unión a Ub (UBDs) y las únicas 
subunidades del proteosoma con UBDs identificados y caracterizados son Rpn10 y Rpn13 [11]. 
Realizamos un análisis de las secuencias de Rpn2 y Rpn6 con el programa Pfam y no 
identificamos UBDs. Es importante mencionar que la baja homología de los UBDs hace difícil el 
identificarlos por herramientas bioinformáticas, además algunos UBDs tienen una sola proteína 
miembro e incluso algunos UBDs no se encuentran en las bases de datos. Por ejemplo, 
analizamos por Pfam las secuencias de Rpn10 y Rpn13 y no identificamos los dominios UIM y 
PRU presentes en estas proteínas respectivamente. Gran parte de los UBDs han sido descritos 
recientemente y se han identificado por métodos experimentales.  
 
La proteína Rpn2 estaba anotada en el NCBI como subunidad reguladora del proteosoma 26S, 
nuestro análisis por Blast mostró homología con subunidades del proteosoma Rpn2 de otros 
organismos (Anexo 6). Las proteínas Rpn2 tienen un tamaño promedio de 950aa, la secuencia 
identificada en G.intestinalis se aleja del promedio ya que tiene un tamaño de 1348aa. Con el fin 
de analizar esta secuencia y determinar donde se localizan esos 398aa adicionales realizamos 
un alineamiento múltiple, utilizamos las secuencias de las proteínas Rpn2 de la levadura 
Saccharomyces cerevisiae (yRpn2), humano (hRnp2) y la de G.intestinalis (gRpn2)  (Figura 34). 
La identidad entre las secuencias yRnp2 y hRpn2 es de 41%, mientras que la secuencia de 
G.intestinalis presentó mayor divergencia con identidades de 12 y 13% con yRnp2 y hRpn2 
respectivamente. Las secuencias presentaron características comunes en especial dos 
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importantes regiones propias de las proteínas Rpn2 (cajas verdes). La proteína gRnp2 presentó 
el COG5116 (COG – “clusters of orthologous groups of proteins”), el cual es propio de proteínas 
Rpn2 y estan localizados en la mitad C-terminal de la proteína de forma similar que en yRpn2 y 
hRpn2 (cajas verdes). La proteína gRnp2 es mas grande (1348aa) que sus ortólogas yRnp2 y 
hRnp2 (953 y 945 aa), presentando varias inserciones que la diferencian de yRnp2 y hRnp2. 
Llaman la atención tres inserciones extensas, dos en su N-terminal de 41 y 49aa (cajas rojas), y 
la más extensa de 102aa en la mitad C-terminal de la proteína (caja azul). Estas amplias 
regiones únicas en esta proteína podrían generar diferencias en su plegamiento con respecto a 
hRnp2 y yRnp2, o podrían incorpararle dominios o motivos ausentes en hRnp2 y yRnp2 que le 
permitan interactuar con otras proteínas afectando su actividad y/o funcionalidad. Vale la pena 
preguntarse si en estas regiones podría encontrarse un UBD. Para determinarlo proponemos 
realizar una exploración experimental en trabajos futuros.  
 
La proteína que denomínanos Rpn6 se encontraba anotada en el NCBI como proteína 
hipotética, al realizar análisis por BLAST detectamos homología con proteínas Rpn6 de otros 
organismos (Anexo 6). Las proteínas Rpn6 tiene un tamaño de alrededor 420aa, la secuencia 
de G.intestinalis es similar con un tamaño de 414aa. Esta presenta un porcentaje de identidad 
del 12 y 13% con sus ortólogas de homo sapiens (NP_002806, 434aa) y  Saccharomyces 
cerevisiae (CAA98664, 422aa) respectivamente; mostrando una alta divergencia al igual que lo 
observado para Rpn2. Las proteínas Rpn6 presentan un dominio de función desconocida en la 
región C-terminal conocido como PIC o PINT, utilizando el programa Pfam localizamos este 
dominio en las secuencias de Rnp6 de humano, levadura y G.intestinalis. El dominio PIC se 
localiza en regiones similares en las tres proteínas (gRnp6 309-378aa, yRnp6 297-401aa, y 
hRnp6 285-389aa), mostrando que no obstante la alta divergencia de la gRpn6 esta comparte 
características importantes de este grupo de proteínas.  
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Figura 34. Alineamiento múltiple de las secuencias de las 
proteínas Rpn2 de humano, levadura y G.intestinalis. Se realizó 
alineamiento múltiple con el programa ClustalW2, se utilizaron las 
secuencias de proteínas Rpn2 de de homo sapiens Q99460 (953aa), 
Saccharomyces cerevisiae P32565 (945aa) y XP_001709153 de 
G.intestinalis (1348aa). Aminoácidos presentes es las tres secuencias 
se muestran en gris oscuro, aminoácidos presentes en dos de las tres 
secuencias se muestran en gris claro. La localización de los dos 
COG51116 (propio de las proteínas Rpn2) se muestran en las cajas 
verdes. Las cajas rojas señalan las dos inserciones de  41 y 49aa, y la 
caja azul la mayor inserción de 102aa.  
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5.3.3.3. Enzimas desubiquitinadoras Ubp14 y Doa4.  
Dos proteínas descritas en el NCBI como ubiquitina carboxilo-terminal hidrolasas (UCHs) fueron 
identificadas con el “pull down” como proteínas de unión a Ub. Estas hidrolasas también son 
conocidas como enzimas desubiquitiadoras (DUBs), importantes reguladores del sistema de 
señalización mediado por Ub. Este hallazgo es de suma importancia ya que es el primer reporte 
experimental de la presencia de estas enzimas en G.intestinalis.  
 
El resultado del análisis pBLAST de la secuencia XP_001710128 (anotada en el NCBI como 
ubiquitina carboxilo -terminal hidrolasa 14) mostró que ésta tiene homología con proteínas 
Ubp14 (Anexo 6). La enzima Ubp14 (Ubp14 en levadura/ Usp5 en humano) tiene un papel muy 
importante en la homeostasis de la Ub. Esta enzima hidroliza las cadenas de Lys48-poliUb que 
son liberadas de las proteínas sustrato cuando entran al proteosoma 26S, y de esta forma la Ub 
es reciclada [41]. Las enzimas Ubp14 se caracterizan por presentar dominios UBDs, un dominio 
UCH propio de ubiquitina carboxilo-terminal hidrolasas, y tres residuos conservados de cisteína, 
histidina y aspártico que conforman la triada catalítica (Figura 35) [41,184,184]. El dominio UCH 
abarca la mitad de la proteína y está localizado en su mitad C-terminal. Ubp14 tiene tres UBDs: 
un dominio ZnF-UBP en su N-terminal y dos UBA (UBA1 y UBA2) en su C-terminal; y los tres 
participan en el reconocimiento de las cadenas de poliUb libres. El dominio ZnF-UBP se enlaza 
a la Ub proximal (la que estaba directamente unida a la proteína sustrato) a través del extremo 
C-terminal di-glicina (GG) de la Ub, por esta razón Ubp14 solo se une a cadenas libres en las 
cuales el extremo GG esta disponible [183]. Se ha sugerido que los dominios UBA1 y UBA2 
interactúan con las Ub en posición 3 y 4 de las cadenas de poliUb respectivamente [184]. La 
enzima DUB que identificamos como similar a Ubp14 en G.intestinalis presenta algunas de las 
características mencionadas (Figura 35). Se identificaron por Pfam el dominio UCH (3,4e-21), el 
dominio N-terminal ZnF-UBP (7,4e-16) y un dominio UBA en su C-terminal (1,1e-2). Por 
alineamiento múltiple (Figura 35) se observó que presenta los residuos de la triada catalítica  
Cys/His/Asp en las mismas posiciones que en las proteínas Ubp14 de S.cerevisiae y su 
ortóloga en homo sapiens Usp5. La presencia de estos dos UBDs en esta proteína le permitiría 
asociarse con Ub y soportan el que la identificáramos en el “pull down”. Usando Pfam solo se 
identificó un posible UBA y no dos como en las proteínas de levadura y humano (con Pfam se 
identificaron los dos dominios UBA en estas proteínas), y algo más interesante es que este 
dominio se ubicó entre los dominios UBA1 y UBA2 de las ortólogas mencionadas. Esta 
característica hace interesante estudiar este dominio UBA detectado y evaluar si junto al 
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dominio N-terminal ZnF-UBP son los únicos UBD presentes en la Ubp14 de G.intestianlis, este 
análisis podría generar información sobre la evolución de los dominios UBDs.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
UCH 
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UBA1 
UBA2                              UBA 
Figura 35. Dominios y características presentes en las proteínas Ubp14. Alineamiento múltiple de las secuencias de 
proteínas Ubp14 de S.cerevisiae (CAA85001, yUbp14 - 803aa), Ubp14/Usp5 de homo sapiens (AAH05139, 
hUsp5/Ubp14 - 858aa) y la proteína identificada en G.intestinalis (XP_001710128, gUbp14 - 813aa). El alineamiento se 
realizó con el programa ClustalW2, y los dominios se localizaron con el programa Pfam. El dominio ZnF-UBP se indica 
en la caja roja, los dominios UBA1 y UBA2 de las Ubp14 de levadura y humana se indican en las cajas verdes, el 
dominio C-terminal UCH se señala con un corchete azul, y el dominio UBA presente en la proteína G.intestinalis se 
indica en una caja violeta. Se indican las posiciones de los residuos de la triada catalítica Cys/His/Asp. Aminoácidos 
presentes es las tres secuencias se muestran en gris oscuro, aminoácidos presentes en dos de las tres secuencias se 
muestran en gris claro. 
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El análisis pBLAST de la secuencia XP_001707986 (anotada en el NCBI como ubiquitina 
carboxilo-terminal hidrolasa 4) arrojó resultados de homología con proteínas hipotéticas 
ubiquitina hidrolasas de diferentes organismos anotadas solo como UCHs y con la DUB Doa4 y 
su parálogo Ubp5 de levadura. Adicionalmente realizamos BLAST contra el genoma de la 
levadura S.cerevisiae, las 22 DUBs de este organismo se han caracterizado funcionalmente 
[22,185]. Por otra parte estudios bioinformáticos realizados en nuestro grupo han sugerido que 
G.intestinalis tiene solo 11 DUBs, un número mas cercano a las 22 DUBs en levadura y muy 
alejado de las casi 100 DUBs en humano (resultados no publicados) lo cual estaría de acuerdo 
con emplear la información de levadura para hacer inferencias sobre las DUBs de Giardia. El 
resultado del análisis mostró que la secuencia XP_001707986 de G.intestinalis presenta 
homología con la enzima desubiquitinadora Doa4 de S.cerevisiae (e-value 1e-13). Doa4 
participa en el proceso de endocitosis de proteínas de membrana [40,186]. Las proteínas que 
son internalizadas por ubiquitinación son transportadas a los cuerpos multivesiculares (MVBs) 
para su degradación posterior en los lisosomas, un proceso mediado por el complejo ESCRT 
(sección 2.4.3), antes de la inmersión total de la proteína internalizada en los MVBs la ubiquitina 
conjugada es liberada por Doa4 [92]. Para que Doa4 realice su función debe ser reclutada al 
complejo ESCRT (exactamente a ESCRT-III), este proceso es mediado por la proteína Bro1 
[186]. Se ha propuesto que Doa4 también participa en la regulación del complejo ESCRT 
desubiquitinando algunos de sus componentes [186]. Hasta la fecha no se han reportado 
dominios  de unión a Ub (UBDs) en Doa4, lo cual hace muy interesante que nosotros 
identificáramos una proteína similar a Doa4 de G.intestinalis como posible proteína de unión a 
Ub. Durante el proceso endocítico de proteínas internalizadas por ubiquitinación los UBDs que 
reconocen a la Ub conjugada hacen parte de componentes del complejo ESCRT [10,92]. 
Acercamientos bioinformáticos han revelado que varias proteínas del complejo ESCRT no estan 
en G.intestinalis, los complejos ESCRT-0 y I estas completamente ausentes, se identificaron 
dos de los tres componentes de ESCRT-II (Vps22 y Vps25), y dos de los ocho componentes de 
ESCRT-III (Vps2 y Vps24) [187]. Las proteínas con UBDs estan ausentes, por lo tanto no es 
posible plantear un mecanismo de reconocimiento de la proteína ubiquitinada por ESCRT, por 
lo tanto si una proteína asociada a ESCRT como Doa4 presenta un UBD funcional esta podría 
mediar ese reconocimiento y regular la internalización de la proteína. Sin duda la 
caracterización de Doa4, su posible UBD y su relación con este ESCRT de pocos componentes 
podría dar luces sobre la evolución de la maquinaria celular de internalización a MVBs.  
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5.3.3.4. Las chaperonas moleculares Bip y Hsp90 parecen tener relación con el 
sistema de ubiquitinación en G.intestinalis. 
Las proteínas chaperonas Bip (AAA19123) y Hsp90 (BAD83616) fueron identificadas en el “pull 
down”, no se ha documentado la presencia de UBDs en estas ni en otras proteínas chaperonas. 
Las chaperonas moleculares son proteínas que participan en la translocación de proteínas al 
retículo endoplasmático (ER), en el plegamiento de proteínas y en la degradación de proteínas 
con plegamientos erróneos [188]. La proteína Bip (conocida inicialmente como proteína de 
unión a la cadena pasada de la inmunoglobulina) es una chaperona perteneciente a la clase de 
ATPasas Hsp70. Bip es requerida para la translocación co- y post-traduccional de proteínas en 
el ER, esta chaperona interactúa con el translocon regulándolo y además se une a la proteína 
que esta siendo sintetizada promoviendo su translocación. Bip permanece unida a la proteína 
completamente sintetizada secuestrándola en el ER y asistiendo su plegamiento [188,189]. Bip 
también participa en la degradación de proteínas mal plegadas en el ER, proceso mediado por 
el sistema ERAD y dependiente de ubiquitinación (Sección 2.4.4) [93,190]. Todos los sustratos 
solubles conocidos de ERAD requieren de Bip para su degradación. La proteína Bip reconoce 
las proteínas mal plegadas y las mantiene en conformación soluble en el ER y estas entran al 
sistema ERAD [190]. Bip parece interactuar mas estrechamente con el sistema ERAD, en 
levadura se ha encontrado asociada con componentes de la E3-ligasa HRD que media la 
ubiquitinación de los sustratos seleccionados a ser degradados en el sistema ERAD [100]. En 
G-intestinalis Bip se localiza en el ER, y de hecho se utilizan anticuerpos anti-Bip para localizar 
el ER (Figura 12) [112]. El que encontráramos a Bip en un ensayo de asociación con Ub sugiere 
una relación entre esta chaperona y procesos relacionados con ubiquitinación en G.intestinalis, 
quizás un sistema ERAD.   
 
La proteína Hsp90 es una ATPasa presente en el citoplasma y el ER, y se une a sus proteínas 
sustrato cuando ya alcanzaron su conformación nativa [188]. Entre sus proteínas sustrato se 
encuentran receptores de hormonas, kinasas, factores de transcripción entre otros. El papel 
mas conocido de Hsp90 es la retención de proteínas en el citosol sin embargo ella participa en 
diversos procesos celulares como: transporte de proteínas, metabolismo celular, transcripción, 
replicación y reparación del DNA, regula el ensamblaje de la telomerasa al telómero, entre otros 
[191]. Como su nombre lo indica esta chaperona tiene un peso molecular cercano a los 90kDa 
(80kDa – 705aa en la Hsc82 de levadura, 85kDa – 733aa en la Hsp90 de humano), sin 
embargo la proteína identificada por nosotros en el “pull down” tiene un peso de 40kDa y un 
tamaño de 347aa. Esta diferencia en tamaño nos llamo la atención así que decidimos hacer un  
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Figura 36. Alineamiento múltiple de proteínas Hsp90 de levadura, humano y G.intestinalis. Realizamos un 
alineamiento múltiple de las secuencias de las proteínas yHsc82/Hsp90 de S.cerevisiae (P15108 - 705aa), hHsp90 de 
homo sapiens (P07900 - 732aa) y las proteínas gHsp90-NT (BAD83616 - 347aa, identificada en el pull down) y gHsp90-
CT (BAD83617 – 377aa) de G.intestinalis. El alineamiento se realizó con el programa ClustalW2, y los dominios ATPasa 
y Hsp90 se localizaron con el programa Pfam. El dominio de dimerización se localizó de acuerdo a la referencia [193]. El 
dominio ATPasa se indica en la caja azul, el dominio Hsp90 típico de esta familia de proteínas esta sombreado en 
amarillo se indica en la caja verde, y el dominio C-terminal de dimerización se indica en la caja violeta. La secuencia de 
la proteína gHsp90-NT (pull down) esta sombreada en rojo, y la secuencia de la proteína gHsp90-CT esta sombreada en 
amarillo. Aminoácidos presentes es las tres secuencias se muestran en gris oscuro, aminoácidos presentes en dos de 
las tres secuencias se muestran en gris claro. 
ATPasa 
Hsp90 
gHsp90-NT 
gHsp90-CT 
Dimerización 
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análisis mas detallado de la secuencia y buscar más información en las bases de datos. 
Realizando un alineamiento múltiple de esta Hsp90 (gHsp90), la Hsp90 humana y su ortóloga 
en levadura Hsc82 encontramos que la Hsp90 de G.intestinalis es homologa a la mitad N-
terminal de estas proteínas (Figura 36) presentando ausencia de la mitad C-terminal. Las 
Hsp90s presentan dos dominios característicos e importantes para su función, un dominio N-
terminal ATPasa y un dominio C-terminal de dimerización, y la dimerización de Hsp90 es un 
requisito para su funcionalidad. Para determinar si efectivamente el extremo C-terminal estaba 
ausente o si lo que teníamos era un fragmento de la proteína Hsp90 realizamos un BLAST con 
la secuencia humana de Hsp90 contra el genoma de G.intestinalis. Encontramos dos 
secuencias tipo Hsp90, la proteína BAD83616 identificada con el “pull down” y una proteína 
identificada con el número de acceso BAD83617.  Al realizar el alineamiento múltiple con esta 
secuencia encontramos que era homologa a la mitad C-terminal de las Hsp90s, es decir el 
fragmento faltante. Para determinar si estas proteínas efectivamente eran fragmentos de una 
misma proteína o se generaban de genes diferentes realizamos la búsqueda en la base de 
datos del genoma de G.intestinalis (http://giardiadb.org/giardiadb/). Encontramos que las dos 
proteínas son codificadas por genes independientes y que no estan cercanos. En esta base de 
datos estas proteínas se encuentran como GL50803_98054 (BAD83616 – “pull down”) y 
GL50803_13864 (BAD83617). Este resultado es bastante sorprendente, e indica que en 
G.intestinalis la proteína Hsp90 se genera de dos genes independientes, uno que codifica la 
región N-terminal gHsp90-NT con el dominio ATPasa (identificada en el “pull down”) y otro que 
codifica la región C-terminal gHsp90-CT con el dominio de dimerización. Según nuestros 
resultados del “pull down” la proteína gHsp90-NT podría contener un UBD o una region que le 
permita interactuar con proteínas ubiquitnadas o proteínas asociadas a estas.  
 
 
En resumen los resultados obtenidos con el acercamiento a la identificación de proteínas de 
unión a ubiquitina generaron información importante sobre posibles procesos celulares 
relacionados con señalización por Ub en G.intestinalis. Encontramos dos proteínas de la 
subunidad reguladora del proteosoma, una de ellas (Rpn6) con grandes inserciones en su 
secuencia en comparación con sus homologas humana y de levadura. Por primera vez se 
identificaron experimentalmente dos enzimas DUBs en G.intestinalis, Ubp14 y Doa4. Ubp14 
presentan un unió dominio UBA comparado con los dos de levadura y humano lo cual hace de 
esta una proteína interesante para el estudio la generación de los UBDs. Doa4 nos permitió 
inferir sobre un posible proceso internalización de proteínas en cuerpos multivesiculares similar 
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al de eucariotes superiores, sugiriendo que al igual que en estos puede ser mediado por 
ubiquitinación. Sin embargo de manera interesante G.intestinalis parece tener un sistema 
menos complejo y quizás Doa4 podría participar en el reconocimiento de las proteínas cargo 
ubiquitinadas por medio de un UBD supliendo los componentes del ESCRT (con UBDs) 
ausentes en este organismo. Identificamos  a las chaperonas Bip y Hsp90, creando un enlace 
entre la ubiquitinación y los procesos de plegamiento, degradación y regulación de proteínas en 
las que estas chaperonas intervienen. Bip participa activamente del proceso de degradación de 
proteínas en el ER por el sistema ERAD, el encontrara el G.intestinalis con el pull down sugiere 
una posible presencia del sistema ERAD en este organismo. La posibilidad de UBDs en Bip y 
Hsp90 les imprime mayor versatilidad y amplia la gama de procesos en los que la ubiquitinación 
podría participar en G.intestinalis. Por otra parte encontramos características únicas de la 
Hsp90 de G.intestinalis, que pueden ser claves en la evolución de este grupo de proteínas. Se 
propone iniciar una estrategia experimental para detectar los posibles dominios UBDs en las 
proteínas identificadas. Para continuar hacia la identificación de los procesos celulares en los 
que podría intervenir la ubiquitinación realizamos la identificación de sustratos de ubiquitinación. 
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5.4. La identificación de proteínas ubiquitinadas en G.intestinalis sugiere participación 
de la ubiquitinación en diversos procesos celulares de este organismo. 
 
Desarrollamos un sistema de ubiquitinación in vitro derivado de G.intestinalis y lo empleamos 
para analizar, purificar e identificar proteínas ubiquitinadas en trofozoítos y durante el proceso 
de enquistación. Las proteínas identificadas nos permitieron hacer inferencias sobre el papel de 
la ubiquitinación en la biología de G.intestinalis.  
 
5.4.1. Desarrollo de un sistema de ubiquitinación in vitro derivado de G.intestinalis.  
La reacción de ubiquitinación in vitro se fundamenta en que los componentes del sistema de 
ubiquitinación (E1, E2s, E3s-ligasas, sustratos, etc) son aportados por el extracto proteico y las 
proteínas son marcadas con Ub exógena (His6Ubiquitina). Previamente en nuestro laboratorio 
se habían realizado experimentos exploratorios para el desarrollo de un sistema de 
ubiquitinación in vitro para G.intestinalis [162], este fue nuestro punto de partida. En ese ensayo 
se había empleado extracto NP40, Ub bovina como Ub exógena, se inhibieron DUBs con Ub-
aldehído, y se utilizó un sistema de detección por inmunblot con anti-Ub bovina; la cantidad de 
productos generados fue bastante baja según la débil señal del inmunoblot [162]. Nosotros 
realizamos varias modificaciones con el fin de mejorar la eficiencia de la reacción, aumentar la 
cantidad de productos, y evitar la degradación de los productos; además de incorporar algo que 
nos permitiera purificar los conjugados. Con el fin de evitar la degradación de los productos se 
suplementó no solo con inhibidores de enzimas DUBs (Ub-aldehído) sino con el inhibidor del 
proteosoma MG132. Para marcar las proteínas conjugadas (productos) empleamos una Ub que 
en sí estuviera marcada, una His6Ubiquitina recombinante humana (Sigma). El “tag” de His6 nos 
permitía reconocer las proteínas ubiquitinadas generadas en el ensayo utilizando un anticuerpo 
anti-His y además la posibilidad de purificar los conjugados con resinas de níquel. Como la 
ubiquitinación es un proceso dependiente de ATP se suplementó con un sistema regenerador 
de ATP (ATP, creatina kinasa – CK, fosofocreatina – CP, y MgCl2). Los conjugados los 
evaluamos por inmunoblot con anti-His, durante el proceso de desarrollo y optimización usamos 
un sistema de detección cromogénico.  
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Figura 37. Establecimiento de las condiciones óptimas de la reacción de ubiquitinación in vitro. Se evaluaron condiciones de reacción y 
concentraciones de los reactivos que más influyen en la generación de los productos (sustratos – extracto, Ub a conjugar – His6Ubiquitina, y la fuente de 
energía-ATP). Las condiciones de partida fueron las utilizadas por Gallego y col. [162]. El volumen de reacción fue de 15μl, la reacción completa se desarrolló 
por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 7%, se transfirió a membranas de PVDF y los conjugados His6Ub-proteínas se detectaron por inmunoblot con 
anti-His. El sistema de detección y revelado fue cromogénico (fosfatasa alcalina, NBT/BCIP). (A) Efecto del tipo de extracto. Evaluamos la formación de 
conjugados utilizando extractos de trofozoítos tipo NP40 o sonicado (50μg). (R) reacción (t=60min). (B) Efecto de la cantidad de extracto NP40. (C) es el 
control con 50μg de extracto y sin incubación (t=0min). (D) Efecto de la Temperatura. (E) Efecto de la concentración de His6Ubiquitina. (F) Efecto de la 
concentración de ATP. (G) Evaluación de la especificidad de la reacción. Se evaluó la presencia del sistema regenerador de ATP (ATP/CK/CP/MgCl2) y de 
los inhibidores de las enzimas DUBs (Ub-aldehído) y del proteosoma (MG132). (+) indica presencia y (-) ausencia. (C) control, todos los reactivos sin 
incubación (t=0min). El (*) señala los productos His6Ub-proteína de alto peso molecular. 
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Evaluamos condiciones y la concentración de algunos componentes de la reacción con el fin de 
determinar las condiciones óptimas (Figura 37). Inicialmente se evaluó el tipo de extracto 
(Figura 37A), evaluamos la formación de conjugados con extracto de trofozoítos NP40 o 
sonicados y solo con el extracto NP40 observábamos productos. Este resultado es bastante 
interesante ya que sugiere que algún o algunos componentes indispensable de la reacción (E1, 
E2s, E3s o sustratos) no están en el extracto sonicado y sólo con una extracción con detergente 
como lo es el NP40 se logra incorporarlos al extracto, indicando que algunos de esos 
componentes se pueden encontrar asociados a membranas internas. Uno de estos 
componentes podría ser al enzima E1, el patrón de localización regular en “spots” y no difuso de 
esta enzima en los trofozoítos nos permitió sugerir una posible asociación con membranas o 
complejos multiproteícos en lugar de estar libre en el medio citoplasmático (Figura  20). Incluso 
parte de la Ub y algunas proteínas ubiquitinadas (sustratos) podrían estar en las mismas 
condiciones según lo revelo la inmunolocalización (Figura 24). Con el fin de aumentar la 
eficiencia de la reacción establecimos las condiciones óptimas de: concentración de extracto 
(50μg), tiempo de reacción (30 min), temperatura de reacción (25°C), concentración de 
His6Ubiquitina (250ng/15μL), y concentración de ATP (1,0mM) (Figura 37A-37F). Finalmente 
evaluamos la especificidad de la reacción (Figura 37G). En ausencia de los inhibidores de 
DUBs y protesoma, así como del sistema regenerador de ATP (ATP/CK/CP/MgCl2) no se 
observó ubiquitinación; estos resultados demuestran la especificidad de la reacción en la 
generación de productos de proteínas His6Ub-ubiquitinadas.  
 
5.4.2. La implementación del sistema de ubiquitinación in vitro revela de nuevo que el 
conjunto de proteínas ubiquitinadas es regulado durante la enquistación de 
G.intestinalis.   
Con el fin de incrementar la sensibilidad de nuestro ensayo de ubiquitinación in vitro y ampliar el 
rango de proteínas detectadas cambiamos a un sistema de detección quimioluminiscente y a 
geles de poliacrilamida de gradiente 4-20%; esto nos permitiría observar, determinar e 
identificar mejor la variación en los productos generados en diferentes condiciones (por ejemplo 
durante la enquistación). Se realizó el ensayo en las condiciones optimizadas,  con extractos de 
trofozoítos, y se evaluó de nuevo la especificidad (Figura 38A). En este caso las proteínas 
marcadas con His6Ubiquitina fueron detectadas por inmunoblot con anti-His y anti-Ub (ZTA10). 
En los inmunoblots se observaron los productos de proteínas marcadas con His6Ub generados 
por la reacción de ubiquitinación in vitro. En ausencia de los inhibidores no se observó 
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ubiquitinación, y la eficiencia de la reacción se redujo sustancialmente en ausencia del sistema 
regenerador de ATP, demostrandose de nuevo la especificidad esta vez con un sistema de 
detección con mayor sensibilidad.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La reacción de ubiquitinación se llevó a cabo con extractos representativos de etapas de la 
enquistación (0, 6, 12, 24 y 48 horas) (Figura 38B). Se observó que hay mayor producción de 
proteínas His6Ub-ubiquitinadas en el estadio de trofozoíto y una vez inducida la enquistación 
hay una reducción importante de estos productos. Este patrón es similar al observado en el Ub-
immunoblot (Figura 22) y en las inmunoprecipitaciones (Figura 23), mostrando que el 
comportamiento de regulación negativa de la ubiquitinación observado in vivo (Figura 38B) 
permanece incluso en un sistema favorecido hacia la formación de productos como lo es la 
reacción de ubiquitinación in vitro. Este fenómeno podría deberse a dos cosas: a). ausencia de 
sustratos, que las proteínas sustrato de ubiquitinación están presentes en trofozoítos y no 
durante la enquistación, y/o b), que se de una regulación negativa sobre las proteínas que 
Figura 38. Reacción de ubiquitinación in vitro. Se realizó la reacción de ubiquitinación in vitro con extracto 
NP40 (de trofozoítos o células de diferentes etapas de La enquistación). El volumen de reacción fue de 15μL, 
la reacción fue incubada a 25°C durante 30min. Las proteínas ubiquitinadas fueron detectadas por 
inmunoblot con anti-His (1:5,000) o anti-Ub ZTA10 (1:3) y detectados con un sistema quimioluminiscente. (A) 
Evaluación de la especificidad de la reacción. Se utilizó extracto NP40 de trofozoítos. Los signos (+) indican 
presencia y (-) ausencia del reactivo. T-rxn 30 min indica si la reacción fue incubada (+) o no (-) a 25°C 
durante 30min. (B) Reacción de ubiquitinación con extractos representativos de etapas de la enquistación (0, 
6, 12, 24 y 48  horas). (C) control, la mezcla de reacción no fue incubada a 25°C (t=0min). (R) reacción, la 
mezcla de reacción fue incubada a 25°C durante 30min. La expresión de la tubulina se usó como control de 
carga y fue detectada con anticuerpo anti-Tub (1:3000).  
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intervienen en la ubiquitinación (ausencia de E2s y/o E3 ligasas,) de tal manera que no se 
pueda ubiquitinar los sustratos. Esto demuestra una vez más que la ubiquitinación es regulada 
rigurosamente durante la enquistación.  
 
5.4.3. Purificación de las proteínas His6Ub-ubiquitinadas generadas en la reacción in 
vitro.    
Con el fin de identificar proteínas ubiquitinadas en G.intestinalis realizamos la reacción de 
ubiquitinación in vitro a gran escala (500μg de extracto NP40 de trofozoítos) y purificamos por 
cromatografía de afinidad (resina Ni-NTA) las proteínas His6Ub-ubiquitinadas generadas. 
Inicialmente evaluamos el sistema de purificación cromatográfico para verificar que las 
proteínas His6Ub-ubiquitinadas fueran retenidas por la columna, determinar si otras proteínas 
podían retenerse en la resina de forma inespecífica, y determinar la concentración adecuada de 
imidazol en el buffer de lavado (5, 10 y 20mM) que no afectara la unión de las proteínas His6Ub-
ubiquitinadas y que compitiera con proteínas inespecíficas evitando su unión. Con el fin de 
evaluar las uniones inespecíficas (proteínas del extracto que se unían a la columna) se realizó 
simultáneamente una cromatografía control utilizando la misma cantidad de extracto. Se realizó 
la cromatografía utilizando la resina de Ni-NTA como se describe en la sección 3.5.2, fracciones 
de diferentes etapas del proceso se evaluaron por SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie 
coloidal así como por inmunoblot con anticuerpo anti-His. En la figura 39 se muestra el 
resultado con buffer de lavado imidazol 5mM, como se observa en la figura las proteínas 
His6Ub-ubiquitinadas fueron retenidas en la resina y eluidas específicamente en la primera 
elusión con imidazol 500mM (carriles E1 en la reacción, tanto en la tinción como en el 
inmunoblot). Determinamos que la concentración adecuada de imidazol en el buffer de lavado 
era de 5mM, aunque con esta concentración observamos algunas proteínas que se unían 
inespecíficamente a la resina su cantidad era baja, además al aumentar la concentración de 
imidazol se observaron perdidas de las proteínas His6Ub-ubiquitinadas (imidazol 10 y 20mM – 
Anexo 7).  
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En seguida evaluamos el sistema cromatográfico frente a condiciones denaturantes (Urea 8M) 
(Figura 40), este último parámetro es bastante importante ya que determinará que conjunto de 
proteínas se purifican. En condiciones nativas (sin Urea) serían retenidas las proteínas His6Ub-
ubiquitinadas y proteínas asociadas a estas (no ubiquitinadas), mientras que en condiciones 
denaturantes (con Urea) solo sería retenidas las proteínas His6Ub-ubiquitinadas. Igual que 
antes se realizó la cromatografía control simultáneamente, con y sin Urea 8M. En la figura 40 se 
muestra el resultado de las cromatografías. El inmunoblot mostró que las proteínas His6Ub-
ubiquitinadas fueron purificadas y se encontraron en el primer eluido (E1R), lo cual demostró 
que la unión de éstas a la resina no se ve afacetada por la presencia de la Urea. En la tinción 
con coomassie coloidal se observaron diferencias entre las proteínas purificadas en presencia y 
ausencia de Urea 8M (E1R), estas diferencias se debían a las proteínas asociadas a las 
proteínas His6Ub-ubiquitinadas que no se disocian en condiciones nativas y sí en condiciones 
denaturantes. De esta forma se establecieron las condiciones cromatográficas que nos 
permitieran purificar de forma específica solo las proteínas His6Ub-ubiquitinadas, además la 
presencia de proteínas asociadas inespecíficamente a la resina (E1C) hizo necesario realizar la 
cromatografía control en los experimentos de identificación para evitar falsos positivos. 
 
Figura 39.  Purificación de proteínas His6Ub-Ubiquitinadas generadas por la reacción de ubiquitinación 
in vitro.  Se realizó la reacción de ubiquitinación in vitro con 500μg de extracto NP40 de trofozoitos y las demás 
condiciones anteriormente establecidas, la mezcla de reacción se incubó durante 2h a 25°C. Los productos de 
la reacción (proteínas His6Ub-ubiquitinadas) se purificaron por cromatografía de afinidad utilizando resina de Ni-
NTA. Se realizaron tres elusiones. Se realizó una cromatografía simultáneamente con 500μg de extracto NP40 
de trofozoítos (control). Fracciones no enlazadas (NE), último lavado (UL) y eluidos (E1, E2 y E3) se evaluaron 
por SDS-PAGE en geles de gradiente 4-20% y tinción con azul de coomassie coloidal e immunoblot con anti-
His (1:5000). La His6-Ub no conjugada se señala a la derecha del inmunoblot. 
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Figura 40.  Purificación de proteínas His6Ub-ubiquitinadas bajo condiciones denaturantes (Urea 8M).  Se 
realizó la reacción de ubiquitinación in vitro con 500μg de extracto NP40 de trofozoitos y las demás condiciones 
anteriormente establecidas. La mezcla de reacción se incubó durante 2h a 25°C. Los productos de la reacción 
(proteínas His6Ub-ubiquitinadas) se purificaron por cromatografía de afinidad utilizando resina de Ni-NTA en 
presencia (+) o ausencia (-) de Urea 8M. Se realizó una cromatografía simultáneamente con 500μg de extracto 
NP40 de trofozoítos (control) en presencia (+) y ausencia (-) de Urea 8M. Fracciones no enlazadas (NE), último 
lavado (UL) y eluidos (reacción E1R y E2R, control E1C y E2C) se evaluaron por SDS-PAGE en geles de 
gradiente 4-20% y tinción con azul de coomassie coloidal e inmunoblot con anti-His (1:5000).  
 129 
5.4.4. La identidad de las proteínas ubiquitinadas relaciona la ubiquitinación con una 
amplia gama de proceso celulares involucrados en el desarrollo y la diferenciación 
de G.intestinalis. 
Con el fin de identificar proteínas candidatas a ser sustrato de ubiquitinación en G.intestinalis 
realizamos el ensayo de ubiquitinación in vitro a gran escala empleando extractos NP40 tanto 
de trofozoítos como de células inducidas a enquistar y quistes, se utilizó 1mg de extracto y el 
volumen de reacción fue de 300μl. Purificamos los productos de proteínas His6Ub-ubiquitinadas 
por cromatografía de afinidad y analizamos las proteínas por cromatografía líquida acoplada a 
espectrometría de masas en tandem (LC-MS/MS). Simultáneamente con igual cantidad de cada 
uno de los extractos se realizó la cromatografía y el análisis por LC-MS/MS, así se determinaron 
las proteínas retenidas de forma inespecífica (control). Se tomaron muestras de 15μl en 
diferentes etapas del proceso de purificación: mezcla de reacción al tiempo cero (t0), reacción 
de ubiquitinación completa (t1), proteínas no unidas (NE), proteínas eluidas 500mM imidazol (E) 
y se evaluaron por inmunblot con anti-His y anti-Ub. Un ejemplo del proceso de purificación se 
muestra en la figura 41A. Se muestra el perfil de la purificación de los conjugados generados 
con los extractos de trofozoítos no inducidos (0 horas), 6 horas post-inducción de enquistación y 
quistes (48 horas). Se observó que efectivamente los conjugados fueron purificados y se 
encontraron en el eluido con 500mM imidazol (E). Las proteínas His6Ub-ubiquitinadas 
purificadas se separaron por SDS-PAGE, el gel fue teñido con azul de commassie coloidal y 
cada carril cortado en seis fragmentos, tripsinizados y analizados por LC-MS/MS. La figura 41B 
muestra las proteínas His6Ub-ubiquitinadas purificadas (eluidos con 500mM imidazol). Como 
era de esperarse, por los resultados previos (Figuras 22, 23 y 38), se observó mayor cantidad 
de proteínas His6Ub-ubiquitinadas en el estadio de trofozoíto.    
 
Se realizó un análisis detallado y exhaustivo de todos los datos arrojados por el experimento de 
espectrometría de masas. Se compararon proteínas en los controles contra las identificadas en 
las reacciones, esta comparación se realizó para cada sección y para cada punto, se comparó 
la sección 1 del control (C) con la sección 1 de la reacción (R) y así sucesivamente. Las 
proteínas ubiquitinadas específicas fueron aquellas presentes en la reacción y no en el control 
(proteínas que se unen inespecíficamente a la resina). Después de realizar el análisis y 
depuración de todos los datos que arrojó la LC-MS/MS se obtuvo el consolidado que se 
muestra en la Tabla 2. Se identificaron 147, 92, 70, 65 y 56 proteínas ubiquitinadas para los 
estadios de trofozoíto (0h), 6h, 12h, 24h y 48h (quiste) post-inducción de enquistación 
respectivamente. Lo anterior muestra que al inducirse el proceso de enquistación el número de 
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proteínas susceptibles a ubiquitinación disminuye gradualmente, esto puede deberse a la 
ausencia de las proteínas sustrato o quizás porque el sistema que realiza la modificación de 
éstas está siendo regulado negativamente. El total de proteínas identificadas se encuentran 
listadas en el Anexo 8 (proteínas identificadas específicamente en la reacción de ubiquitinación 
in-vitro) y el Anexo 9 (proteínas identificadas en el control).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 41. Purificación e identificación de proteínas His6Ub-ubiquitinadas generadas por el ensayo de ubiquitinación in 
vitro utilizando extractos de diferentes etapas de la enquistación de G.intestinalis.  Se realizaron reacciones de 
ubiquitinación in vitro usando 1mg de extracto NP40 de trofozoítos o etapas representativas del proceso de enquistación (0, 6, 
12, 24 y 48h). Los productos (proteínas His6Ub-ubiquitinadas) se purificaron por cromatografía de afinidad con resina Ni-NTA 
en presencia de Urea 8M. Simultáneamente se realizaron cromatografías control (C) para cada extracto con la misma cantidad 
de proteína, para identificar las proteínas que se unen inespecíficamente a la resina. Las proteínas His6Ub-ubiquitinadas fueron 
eluidas con 500mM de imidazol, y precipitadas con etanol (90% concentración final). Las proteínas fueron resuspendidas con 
30μl de buffer carga MS y separadas por SDS-PAGE (4-12%). El gel se tiñó con azul de coomassie coloidal, se cortó en 6 
secciones (por carril) y las bandas fueron tripsinizadas. La mezcla de péptidos se analizó por LC-MS/MS. (A) Proceso de 
purificación de proteínas His6Ub-ubiquitinadas generadas con los extractos de trofozoítos (0h), 6h y 48h (quistes) post-
inducción de enquistación. Muestras de diferentes etapas del proceso se analizaron por inmunoblot con anticuerpos anti-His y 
anti-Ub ZTA10. (t0) mezcla de reacción antes de la incubación, (t1) después de la reacción (2h a 25°C), (NE) proteínas no 
retenidas, y (E) proteínas eluidas con 500mM de imidazol. (B). Gel (SDS-PAGE 4-12%) de las proteínas purificadas teñido con 
azul de commassie coloidal. (R) reacción: proteínas His6Ub-ubiquitinatadas purificadas, (C) control: proteínas eluidas en las 
cromatografías control. Cada carril se cortó en 6 secciones, estas se indican en gris a la derecha del gel.  
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 0h 6h 12h 24h 48h 
Total 238 145 147 95 115 
Control y Reacción 91 53 77 30 59 
Específicas de la Reacción 147 92 70 65 56 
Tiempo-específicas 53 20 6 6 16 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las proteínas identificadas por LC-MS/MS fueron agrupadas según su función (Figura 42).  Los 
grupos que presentaron mayor número de proteínas fueron los de proteínas hipotéticas, 
ribosomales y enzimas (metabolismo). Durante la enquistación se observó variación no solo en 
el número de proteínas candidatas totales sino en la distribución de estas en cada grupo. El 
número de proteínas en grupos como DNA/RNA, transporte/sorting/endocitosis, plegamiento, 
enzimas y kinasas disminuyeron cuando la enquistación fue inducida. Por otro lado grupos 
como citoesqueleto y proteínas 21.1 presentan mayor cantidad de proteínas en quistes que en 
trofozoítos. En cuanto a las kinasas, las proteínas 21.1, y las proteínas hipotéticas realizamos 
análisis por BLAST, Pfam y SMART con la finalidad de hacer un primer acercamiento a su 
Tabla 2. Resumen de los resultados obtenidos en la identificación de proteínas 
ubiquitinadas por LC-MS/MS. Total: Número total de proteínas identificadas (control más 
reacción). Control y reacción: proteínas presentes en el control y en la reacción, es decir 
proteínas que se unen inespecíficamente a la resina. Específicas de la reacción: proteínas que 
fueron identificadas solo en la reacción y no estan presentes en el control. Tiempo específicas: 
Proteínas que estan presentes solo en una de las etapas de la enquistación. 
Figura 42. Proteínas ubiquitinadas agrupadas con base en su función y proceso biológico en el que participan. 
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identidad y/o funcionalidad (Anexos 10, 11 y 12). A continuación realizamos el análisis de 
algunas de las proteínas identificadas y su asociación con procesos celulares específicos.   
  
5.4.4.1. Ubiquitinación en transcripción y traducción. 
 En el grupo denominado DNA/RNA se identificaron varias proteínas involucradas en el proceso 
de traducción (tRNAs y factores de elongación). La mayoría de estas proteínas se identificaron 
en trofozoítos o tempranamente en la enquistación. Esto podría sugerir una posible relación 
entre la ubiquitinación y la maquinaria de traducción, relación que podría ser alterada bajo el 
estímulo de la enquistación. Algunos antecedentes en levadura relacionan la traducción con la 
ubiquitinación. En levadura se ha descrito que la ubiquitinación parece tener algún papel en la 
fidelidad de la traducción, mutantes deficientes en la E3-ligasa Rsp5 disminuyen la velocidad de 
la traducción y acumulan tRNAs en los polos nucleares [193]; además la ubiquitinación participa 
en el mecanismo de translocación de mRNAs y tRNAs nucleares al citoplasma [193,194]. 
Nuestros resultados sugieren otra posible vía de acción a través de la ubiquitinación de tRNAs 
sintetasas. En cuanto a la maquinaría de elongación se ha determinado que el factor de 
elongación eEF1A es sustrato de ubiquitinación, y esta modificación inhibe su unión al GTP 
previniendo la traducción en ensayos in vitro [195]. En levadura se ha reportado que los factores 
de elongación así como proteínas ribosomales son sustratos de ubiquitinación [197], en nuestro 
caso también encontramos varias proteínas ribosomales como sustratos de ubiquitinación. En el 
grupo DNA/RNA también encontramos a la subunidad larga de la RNA polimerasa Rpb1, en 
levadura Rpb1 es ubiquitinada por la E3-ligasa Rsp5 lo cual genera su degradación por el 
proteosoma siendo este un mecanismo de regulación de la actividad de la RNA polimerasa II 
[197,198]. La ubiquitinación de Rpb1 es inducida en respuesta al daño del DNA por irradiación 
UV y este ha sido el modelo experimental mas ampliamente utilizado para el estudio de la 
ubiquitinación de esta proteína [198]. Sin embargo, como la ubiquitinación de Rpb1 fue descrita 
inicialmente en ensayos in vitro sin ningún tipo de irradiación no se descarta que la 
ubiquitinación sea inducida por otros mecanismos y regule la actividad de la RNA polimerasa II 
en condiciones celulares normales [197]. Nosotros encontramos que la subunidad beta de la 
RNA polimerasa II (Rpn2) también es sustrato de ubiquitinación, y podría ser otro mecanismo 
de regulación de la actividad de la RNA polimerasa. Hasta la fecha no había reportes de 
ubiquitinación de esta subunidad. El encontrar a la subunidades larga (Rbp1) y beta (Rpb2) de 
la RNA polimerasa II como sustratos de ubiquitinación sugiere un papel de la ubiquitinación en 
la regulación de la actividad de esta RNA polimerasa y por ende de la transcripción en 
G.intestinalis.   
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5.4.4.2. Histonas – Ubiquitinación en la regulación de la estructura de la cromatina.  
Identificamos a las histonas como sustratos de ubiquitinación en trofozoítos (H2A) y quistes 
(H2A, H2B, H3 y H4) pero no en células inducidas a enquistar, siendo este un comportamiento 
bastante interesante. En G.intestinalis se han identificado las cuatro histonas H2A, H2B, H3 y 
H4, y la histona H1 esta ausente [199]. En cuanto a las modificaciones post-traduccionales de 
las histonas de Giardia recientemente se describió que estas pueden ser acetiladas [154]. La 
hipo-acetilación de histonas activa la expresión de genes específicos de la enquistación (ESGs) 
contradiciendo el comportamiento general de represión transcripcional [75], para explicar este 
fenómeno se propuso que la represión se da sobre otro gen cuya proteína actuaría como 
represor de la expresión de los ESGs y al no estar presente ésta proteína se activaría la 
expresión de los ESGs [154]. Este antecedente demostró que la modificación de histonas es un 
mecanismo de regulación de la expresión genética en G. intestinales. La mono-ubiquitinación 
de histonas es un mecanismo de regulación transcripcional y las cinco histonas (H1, H2A, H2B, 
H3 y H4) son sustratos de ubiquitinación (sección 2.4.2), sin embargo los estudios se han 
centrado en la mono-ubiquitinación de H2A (uH2A) y H2B (uH2B). uH2A se considera una 
marca de silenciamiento, y uH2B parece tener papeles duales en silenciamiento y activación 
(dependiendo del contexto genómico) [76,77].  En trofozoítos identificamos sólo la histona H2A 
como ubiquitinada, este hallazgo sugiere mecanismos de regulación de la expresión genética 
en trofozoítos mediados por ubiquitinación de H2A. Previamente habíamos discutido la 
presencia de señales de proteínas mono-ubiquitinadas en los núcleos de los trofozoítos y 
ausencia de estas en núcleos de células enquistantes (Figuras 25 y 26), el encontrar a H2A 
ubiquitinada en trofozoítos y no en las células enquistantes concuerda con este resultado. Es 
probable que la señal nuclear observada se deba en parte a la ubiquitinación de H2A. Las 
cuatro histonas de G.intestinalis (H2A, H2B, H3 y H4) fueron identificadas como ubiquitinadas 
sólo a las 48 horas post-estímulo, es decir cuando los quistes se han formado completamente, 
mostrando que la ubiquitinación de las histonas es regulada durante la enquistación. El quiste 
es un estado durmiente o inactivo con una baja actividad metabólica y transcripcional, la 
identificación de las cuatro histonas como sustratos de ubiquitinación sugiere que la cromatina 
esta siendo altamente modificada en los quistes y sin lugar a duda este fenómeno debe estar 
relacionado con la regulación de la expresión genética en este estadio. La mono-ubiquitinación 
de H2B es requerida para el reclutamiento de la maquinaria que controla la ruptura de la doble 
hebra del DNA durante la recombinación meiótica [82], este papel de uH2B es muy interesante 
ya que sólo en el estadio de quiste se ha sugerido que ocurren procesos de fusión nuclear 
(kariogamia) y recombinación de homólogos facilitada por genes meióticos [118], así que la 
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identificación de uH2B en quistes sugiere que en G.intestinalis ese proceso de recombinación 
también podría estar regulado por ubiquitinación. También identificamos en quistes una proteína 
homóloga a la la E3-ligasa Bre1 que participa en la mono-ubiquitinación de H2B, la proteína 
21.1 XP_001709481.1 presentó el dominio Bre1 E3-ligase (2.1e-04) (Anexo 11) 
 
5.4.4.3. Kinasas – Ubiquitinación en la regulación del ciclo celular. 
Un grupo amplio de proteínas kinasas se identificaron y presentaron un comportamiento 
bastante heterogéneo, algunas son sustratos en trofozoítos, otras durante el proceso de 
enquistación y otras en quistes. Muchas serina/treonina- tirosina-kinasas son degradadas por el 
sistema Ub-proteosoma (PKC, ERK, c-Jun, MAP3Ks, PI3-K, AKT, c-Src, JAK2, MEEK1, c-Raf, 
entre otras), y en la mayoría de los casos la degradación es estimulada por la activación de la 
kinasa (forma fosforilada). La degradación de las kinasas es esencial para el control preciso de 
su función celular [200]. Con el fin de determinar si las kinasas identificadas tenían dominios 
adicionales al dominio kinasa o alguna homología con otras proteínas analizamos las 
secuencias con BLAST, Pfam, y SMART, y en algunos casos encontramos dominios 
adicionales (Anexo 10). Identificamos 10 NEK kinasas como sustratos de ubiquitinación, las 
NEK kinasas son serina/treonina kinasas relacionadas con la kinasa NIMA y están implicadas 
en el control del ciclo celular. La kinasa NIMA de Aspergillus nidulans y su homóloga en 
levadura Fin1 tienen múltiples papeles en la progresión mitótica, condensación de la cromatina, 
organización del huso mitótico y en la citoquinesis (201). La kinasa Fin1 de levadura es 
regulada por ubiquitinación mediada por la E3-ligasa APC/C (202). En mamíferos hay 11 NEKs 
kinasas, todas asociadas a microtúbulos. Las NEK2, 6, 7 y 9 regulan eventos mitóticos, otras 
parecen tener papeles en regulación de microtúbulos de axonemas en flagelos y cilios (201). En 
este grupo de NEK kinasas identificamos el dominio N-terminal de CtIP en la proteína 
XP_001704268, CtIP es una proteína que participa en el control de puntos de chequeo del ciclo 
celular y reparación del DNA. La ubiquitinación de CtIP por la E3-ligasa BRCA1 no genera su 
degradación sino su asociación con el DNA dañado durante el punto de control de DNA [203]. 
Las 10 NEK kinasas que identificamos podrían estar participando en la regulación del ciclo 
replicativo de los trofozoítos de G.intestinalis así como durante la enquistación y podrían ser 
reguladas por ubiquitinación como Fin1 o CtIP.  
 
La kinasa PLK (XP_001705776) fue identificada como sustrato de ubiquitinación sólo en 
trofozoítos, análisis con los programas Pfam y SMART mostró que esta tiene dos dominios Polo 
Box (1.6e-09 y 7.3e-07). Las Polo o Polo-like kinasas tienen múltiples papeles durante el ciclo 
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celular. La Polo-like kinasa 1 (Plk1) regula la entrada y salida de la mitosis, participa en la 
biogénesis del centrosoma, promueve la degradación del inhibidor mitótico del APC/C (Eml1), y 
es esencial para la citoquinesis [204]. Esta proteína es degradada por ubiquitinación mediada 
por el complejo APC/C. La identificación de esta Polo-kinasa en G.intestinalis es importante 
debido a sus múltiples funciones celulares y su regulación por ubiquitinación.  En el grupo de 
kinasas también identificamos dos proteínas kinasas dependientes de ciclinas (CDKs) 
(XP_001709931 y XP_001704058) homólogas a Cdc2/Cdk1, éstas fueron identificadas como 
ubiquitinadas en los trofozoítos pero no durante la enquistación o el estadio de quiste. La CDK 
Cdc2/Cdk1 es el mayor regulador de la progresión del ciclo celular en levadura, esta kinasa 
controla la entrada a la fases S y M [205]. Las CDKs son reguladoras claves del ciclo celular y 
son activadas por las ciclinas e inhibidas por inhibidores específicos de CDKs [201]. Los niveles 
de las CDKs no varían significativamente durante el ciclo celular, y su regulación se da a través 
de la expresión, ubiquitinación y degradación de sus activadores o sus inhibidores [206]. En el 
grupo de proteínas hipotéticas detectamos por Pfam un dominio ciclina (3.4e-17) en la proteína 
XP_001708629.1, la cual fue identificada como ubiquitinada sólo en los trofozoítos al igual que 
las dos CDKs mencionadas anteriormente. Una de las proteínas reguladoras de la actividad de 
la kinasa Cdc2/Cdk1 es la kinasa CK2 siendo así fundamental en la regulación del ciclo celular, 
nosotros identificamos esta kinasa CK2 como ubiquitinada solo en los trofozoítos. CK2 también 
regula la actividad de las RNA polimerasas I, II y III humanas afectando la transcripción de 
tRNAs, rRNAs y mRNAs [207]. La identificación de las dos posibles CDKs, de CK2, así como de 
la posible ciclina indica que en Giardia se puede presentar un mecanismo de regulación del 
ciclo celular mediado por estas proteínas y su ubiquitinación, lo cual es completamente 
desconocido hasta la fecha. El conjunto de kinasas identificadas sugiere que la ubiquitinación 
puede estar involucrada en la regulación del ciclo celular de G.intestinalis. 
 
Identificamos proteínas homólogas a algunos sustratos de la E3-ligasa APC/C (kinasa Fin1 - 
NEK kinasas, y PlK1 – Polo-like kinasa), esto es bastante interesante ya que el complejo APC/C 
parece estar ausente en G.intestinalis. Por lo tanto otra E3-ligasa estará realizando la 
ubiquitinación de estas proteínas homólogas, lo cual evolutivamente hablando es de gran 
importancia ya que podría tratarse de la proteína que dio origen al APC/C. 
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5.4.4.4. Proteínas relacionadas con endocitosis y transporte – Ubiquitinación en la 
regulación de la internalización y tráfico de proteínas. 
Identificamos varias proteínas sustrato de ubiquitinación involucradas en endocitosis, 
biogénesis de vesículas y organelos endocíticos, y transporte intracelular. Identificamos a las 
proteínas dinamina y clatrina como sustratos de ubiquitinación en trofozoítos así como durante 
la enquistación. Las proteínas adaptadoras AP-2  y AP-2β2 que hacen parte del “Adaptor 
protein complex 2” (AP-2) que participa en endocitosis mediada por receptor [208] también 
fueron identificadas como sustratos de ubiquitinación. AP-2  fue identificada como ubiquitinada 
sólo en trofozoítos, mientras que AP-2β2 fue identificada como ubiquitinada en trofozoítos y 
también a las 24h de inducido el proceso de enquistación. Las proteínas clatrina, dinamina y los 
complejos AP son los principales componentes del proceso endocítico dependiente de clatrina 
[85], este proceso es independiente de ubiquitinación en eucariotas [10] (sección 2.4.3), sin 
embargo nuestros resultados sugieren alguna asociación. Adicionalmente dentro del grupo de 
proteínas 21.1 se identificó una proteína con homología a la “Cortactin-binding protein-2” 
(H.sapiens 2e-11), la cortactina es una proteína que regula la polimerización de la actina del 
citoesqueleto y también interviene en la liberación de las vesículas de clatrina; las proteínas que 
se unen a cortactina al parecer regulan la acción de la cortactina [209]. La identificación de esta 
proteína también sugiere una posible relación entre ubiquitinación y endocitosis mediada por 
clatrina. Clatrina, dinamina y el complejo AP2 han sido localizados en las vacuolas periféricas 
similares a lisosomas (PVs) [131,132], estos organelos actúan como endosomas y lisosomas en 
G.intestinalis [111-112].  Nosotros habíamos propuesto una posible relación entre ubiquitinación 
y estos organelos con base en los estudios de inmunolocalización de especies de Ub (sección 
4.2.2, figura 24), el identificar a clatrina, dinamina, y a las proteínas adaptadoras AP-2  y AP-
2β2 del complejo AP2 como sustratos de ubiquitinación soportan nuestra hipótesis. Nuestros 
resultados indicarían una posible relación entre la ubiquitinación y endocitosis mediada por 
clatrina, procesos celulares en los que intervengan estas proteínas, y función de organelos a los 
que están asociadas tal y como ocurre con las PVs.  
 
El transporte endosomal de proteínas se da en varias direcciones, de golgi a endosomas, 
lisosomas o vesículas de transporte, transporte de endosomas a Golgi, y de  la membrana 
celular a los endosomas; en estos procesos intervienen diversas proteínas y algunas de ella 
fueron identificadas como sustratos de ubiquitinación en nuestro estudio. La proteína 
synaptovrebin y dos proteínas NSF (“N-ethylmaleimide sensitive factor”) relacionadas con 
dinámica de complejos SNAREs fueron identificadas como ubiquitinadas en los trofozoítos. Las 
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proteínas SNARE son el corazón de la maquinaria de fusión de membranas intracelulares [210]. 
Otra proteína relacionada con SNAREs fue identificada como ubiquitinada en los trofozoítos, la 
kinasa SCY1 que tiene homología con proteínas CVAK104 (SCY1-like 2 Acyrthosiphon pisum 
8e-12). CVAK104 participa en transporte intracelular mediado por complejos SNAREs y también 
puede unirse a clatrina y AP1 [211]. En el grupo de proteínas 21.1 identificamos en la proteína 
XP_001705461 (sustrato de ubiquitinación en trofozoítos) el dominio BLOC1_2, las proteínas 
del complejo BLOC participan en transporte endosomal [212]. Identificamos a la proteína Vps35 
subunidad de Retrómero como ubiquitinada en trofozoítos y células 6h post-inducción de la 
enquistación, el complejo Retrómero se asocia con los endosomas y media el transporte de 
proteínas del endosoma a Golgi [213]. La identificación de este conjunto de proteínas relaciona 
la ubiquitinación con el transporte endosomal en G.intestinalis.  
 
5.4.4.5. Proteínas de membrana y citoesqueleto – Ubiquitinación en dinámica del 
citoesqueleto y posible participación en variación antigénica. 
En cuanto al grupo de proteínas del citoesqueleto se identificaron tres -giardinas (1,3 y 10), la 
- y la β-tubulina, tres VSPs (“variante-specific surface protein”) y una proteína asociada a 
flagelos (FAP). La mayoría de ellas (7/9) ubiquitinadas en el estadio de quiste. Las -giardinas 
son proteínas propias de Giardia, éstas son consideradas ancestros de las anexinas humanas 
las cuales son proteínas de unión a calcio y fosfolípidos asociadas al citoesqueleto. Se han 
identificado 17 -giardinas y se conoce su patrón de localización intracelular [214]. Cada una de 
las -giardinas identificadas tiene una localización particular: la -giardina-1 (ubiquitinada a 0 y 
48h) se localiza en membrana plasmática, la -giardina-3 (ubiquitinada 48h) en el disco ventral, 
y la -giardina-10 (ubiquitinada 0h) en el flagelo ventral. A las 48h también se identificó la 
proteína FAP (“flagella associated protein”) de la cual no se tiene información funcional o 
bioquímica en Giardia. Ya que en el quiste el disco ventral se encuentra desensamblado y los 
flagelos contraídos resulta interesante la identificación de proteínas asociadas a estas 
estructuras como sustratos de ubiquitinación, quizás la conjugación con Ub podría participar en 
la re-organización del citoesqueleto en el quiste. Identificamos a la proteína VSP-9B10 como 
sustrato de ubiquitinación a las 24 post-inducción de la enquistación y en los quistes, esta VSP 
es propia del clon de la cepa WB de G.intestinalis que se utilizó para el estudio. Las proteínas 
VSP son componentes de la membrana plasmática y cubren por completo la superficie de los 
trofozoítos, incluso los flagelos. El genoma del parásito tiene cerca de 190 genes que codifican 
VSPs, sin embargo sólo expresa en la superficie una a la vez. Estas proteínas esta involucradas 
en la variación antigénica, la cual le permite al parásito evadir la respuesta inmune del 
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hospedero mediante un continuo cambio de la proteína VSP expuesta en su superficie [134]. 
Hasta la fecha no se conoce nada con respecto a sistema de recambio, internalización o 
exportación de las proteínas VSP en la superficie, así que es bastante interesante identificarla 
como sustrato de ubiquitinación ya que ésta modificación media la internalización de proteínas 
de membrana (sección 2.4.3) [10]. Más interesante aún es que todas las VSPs presentan un 
extremo C-terminal citoplasmático invariable que contiene los 5 aminoácidos GRGKA, el cual 
invluye una Lys invariable para todas las VSPs [134]. Vale la pena explorar si la ubiquitinación 
de la VSP en etapas tardías de la enquistación y en quistes participa en su internalización o 
degradación, sí interviene en el mecanismo de variación antigénica, y si esa Lys invariable en el 
C-terminal de todas las VSPs es sustrato de ubiquitinación.  
 
5.4.4.6. Ubiquitinación en la biosíntesis de la matriz de la pared del quiste.  
La pared del quiste esta constituida por un polisacárido de N-acetilgalactosamina – GalNAc 
(63%) y de las proteínas CWPs (37%) [14,119]. El polisacárido GalNAc es biosintetizado a partir 
de fructosa-6-fosfato y en el proceso participan 5 enzimas las cuales se inducen durante el 
proceso de enquistación (Figura 12) [120]. Hasta la fecha no se conoce nada sobre el proceso 
de transporte e inclusión del polisacárido GalNAc en la pared del quiste. Con el ensayo de 
ubiquitinación in vitro identificamos como sustratos de ubiquitinación a tres de las enzimas que 
participan en la biosíntesis del polisacárido GalNAc: glucosamina-6-fosfato deaminasa (GNP) a 
las 24 y 48h de enquistación, la glucosa-6-fosfato N-acetiltransferasa (GNA) a las 24h de 
enquistación,  y la fosfosacetilglucosamina mutase (AMG) a las 24h de enquistación. Estas tres 
enzimas catalizan los tres primeros pasos del proceso biosintético del polisacárido (Figura 12). 
La enzima glucosamina-6-fosfato deaminasa (GNP) es la única proteína de G.intestinalis que se 
ha detectado ubiquitinada experimentalmente [165], los autores de ese trabajo reportaron que 
esta enzima se encontraba ubiquitinada en el estadio de quiste proponiendo que esto generaba 
la degradación de la proteína. Nosotros no estamos de acuerdo con la propuesta degradativa ya 
que los resultados de ese estudio indican modificación por mono-ubiquitinación y no por poli-
ubiquitinación; lo cual indicaría que la modificación con Ub de la enzima GNP tendría papeles 
en procesos no degradativos como por ejemplo en señalización o transporte. Nosotros 
identificamos la enzima GNP como sustrato de ubiquitinación a las 24h de inducción de la 
enquistación y en los quistes (48 h) lo cual concuerda con el reporte previo. La identificación de 
las tres enzimas GNP, GNA y AMG como ubiquitinadas en etapas avanzadas de la enquistación 
cuando la pared del quiste se esta formando sugiere que la Ub podría estar involucrada en la 
biosíntesis del polisacárido GalNAc y por tanto en la formación de la matriz que forma la pared 
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del quiste. Este resultado en conjunto con la localización de la enzima E1 y especies de Ub 
(monoUb y poliUb) en la pared del quiste (Figuras 20, 25, 25 y 26) refuerza nuestra hipótesis de 
un posible papel de la ubiquitinación en la biología de la matriz del quiste. 
 
5.4.4.7. Ubiquitinación en plegamiento de proteínas y ERAD 
Identificamos varias proteínas que participan el proceso de plegamiento y conformación nativa 
de proteínas. Dos chaperonas Hsp – “heat shock protein”: una putativa (0, 6 y 24h) y la Hsp90 
(0h) fueron identificadas como ubiquitinadas. Previamente habíamos identificado a la proteína 
Hsp90-NT como posible proteína de unión a Ub y propusimos que la Hsp90 de G.intestinalis 
podría ser un heterodímero compuesto por las proteínas Hsp90-NT y Hsp90-CT. Con el ensayo 
de ubiquitinación in vitro identificamos a las dos proteínas (Hsp90-NT y Hsp90-CT) 
ubiquitinadas en el mismo estadio celular (trofozoítos), es decir a la posible proteína 
heterodimérica Hsp90. Identificamos a las proteínas disulfuro isomerasa 1 y 2 (PDI1 y PDI2) 
como sustratos de ubiquitinación en trofozoítos, durante la enquistación y en los quistes. Las 
proteínas PDI son oxidoreductasas que actúan junto las proteínas chaperonas para realizar el 
plegamiento de las proteínas y corregir aquellas con conformaciones incorrectas. En 
G.intestinalis las proteínas PDIs se localizan en las ESVs (vesículas específicas de 
enquistación) y se ha propuesto que participan en la formación de los enlaces disulfuro 
intermoleculares entres las CWPs [152]. Las PDIs de G.intestinalis tienen actividad 
transglutaminasa y la inhibición de esta actividad disminuye la formación de quistes [157]. 
Nuestros resultados sugieren que las PDIs podrían ser reguladas por ubiquitinación, por tanto 
es importante determinar si la ubiquitinación de estas proteínas puede afectar o regular 
indirectamente la conformación adecuada de las proteínas CWPs.  
 
En el proceso de degradación de proteínas mal plegadas en el retículo endoplasmático ERAD 
participan en conjunto proteínas chaperonas, PDIs, y enzimas del sistema de ubiquitinación 
(sección 2.4.4). La proteína 21.1 XP_001708876, identificada como ubiquitinada a las 48h, 
mostró homología a la proteína Hrd1 la cual es uno de los componentes de la E3-ligasa HRD 
del sistema ERAD, Hrd1 contiene el dominio de ligasa RING [101]. El identificar esta posible E3-
ligasa sugiere que en G.intestinalis podría estar presente el sistema ERAD, proponemos 
entonces la caracterización de esta proteína como primer acercamiento al estudio de este 
sistema en G.intestinalis.  
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Conclusiones 
 
 
 
La caracterización de la enzima activadora de Ub – E1 de G.intestinalis nos permite concluir 
que:  
1. La expresión del gen e1 (a nivel de mRNA y proteína) es regulada durante la 
enquistación, se presenta un máximo de los niveles de expresión a las 12h de inducido 
el proceso de enquistación y posteriormente disminuye presentando el nivel mas bajo en 
el estadio de quiste.  
2. La proteína E1 es procesada proteolíticamente en dos fragmentos de 68kDa (N-terminal) 
y 47kDa (C-terminal), un fenómeno que no ha sido descrito en otras E1. Proponemos 
que este procesamiento puede reflejar un comportamiento ancestral clave en la 
evolución de esta familia de proteínas.  
3. La proteína E1 se localiza en los trofozoítos en múltiples “spots” regulares lo cual puede 
indicar su asociación a membranas o complejos proteicos de alta complejidad.  El patrón 
de localización intracelular de la proteína E1 cambia durante la enquistación a un patrón 
difuso. En los quistes la proteína E1 se localiza tanto en el cuerpo celular como en la 
pared indicando una posible relación de la ubiquitinación con esta matriz.  
4. El gen e1 es esencial para supervivencia de los trofozoítos.  
5. Sobre-expresión de este gen incrementa la eficiencia de la enquistación, indicando una 
relación entre E1 y la diferenciación de G.intestinalis.  
 
El análisis de la expresión de la Ub y los patrones de proteínas ubiquitinadas así como su 
localización celular en trofozoítos y durante la enquistación nos permiten concluir que: 
1. Hay diferencias entre los patrones de proteínas ubiquitinadas citoplasmáticas y 
nucleares, además éstos varían considerablemente una vez se induce la enquistación.  
2. En el citoplasma de los trofozoítos están presentes proteínas mono-, multi-mono- y poli-
ubiquitinadas. 
3. En los núcleos las especies de Ub se restringen mayoritariamente a proteínas mono- o 
multi-mono-ubiquitinadas.  
4. Importantes cambios en el patrón de proteínas ubiquitinadas nucleares durante la 
enquistación, así como una fuerte señal de proteínas mono- o multi-mono-ubiquitinadas 
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en los núcleos la cual es drásticamente alterada al inducir la enquistación nos permiten 
sugerir que durante este proceso es posible una asociación mono-ubiquitinación-
enquistación.  
5. La enquistación es  un proceso en el que la ubiquitinación se ve drásticamente afectada, 
observándose una disminución considerable en la cantidad de proteínas ubiquitinadas.  
6. La localización de especies de Ub, en especial proteínas poli-ubiquitinadas con cadenas 
de Lys48-poliUb, nos permitieron sugerir una posible asociación de ubiquitinación con 
vacuolas periféricas similares a lisosomas (PVs). Esta sugerencia es reforzada por la 
identificación de proteínas presentes en estos organelos como sustratos de 
ubiquitinación (clatrina, dinamina, AP2).  
7. En la pared del quiste se localizan diferentes especies de Ub: proteínas mono- y poli-
ubiquitinadas (con cadenas de poliUb diferentes a Lys48-PoliUb). Esto sugiere de nuevo 
una relación entre esta matriz y la ubiquitinación.  
 
Los experimentos de pull down para identificar proteínas de unión a ubiquitina nos permiten 
concluir que:  
1. La enzima E1, dos proteínas de la subunidad reguladora del proteosoma (Rpn2 y Rpn6), 
dos enzimas DUBs (Ubp14 y Doa4) y dos chaperonas (Bip y Hsp90-NT) podrían actuar 
como proteínas efectoras de la señalización por ubiquitina (proteínas de unión a Ub - 
UBPs).  
2. Las proteínas Rpn6, Ubp14 y Hsp90-NT presentan diferencias únicas en secuencia y/o 
dominios de unión a Ub con respecto a sus homológas en H.sapiens y S.cerevisiae.  
Siendo estas proteínas candidatas para iniciar el estudio de UBDs en G.intestinalis y el 
significado evolutivo de esas diferencias con eucariotas superiores.  
3. La identificación de estas proteínas nos permite sugerir la participación de UBPs en la 
dinámica del proteosoma 26S, la participación en procesos de internalización de 
proteínas y la existencia de un posible complejo ERAD, así como en procesos de 
plegamiento de proteínas y/o un posible sistema ESCRT.  
 
La identificación de proteínas ubiquitinadas utilizando el sistema in vitro desarrollado en este 
trabajo junto con un análisis proteómico nos permite sugerir que:  
1. La ubiquitinación en G.intestinalis participa en una amplia gama de proceso celulares 
entre ellos: transcripción y traducción, regulación de la expresión génica a través de la 
modificación de histonas, endocitosis y tráfico intracelular de proteínas, control del ciclo 
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celular, dinámica del citoesqueleto, plegamiento de proteínas y ERAD, en la biosíntesis 
de la pared del quiste, y la variación antigénica entre otros.  
 
Nuestros resultados sugieren que la ubiquitinación es indispensable y participa activamente en 
el desarrollo y diferenciación de G.intestinalis. Además que más que en procesos asociados con 
degradación proteosomal son los papeles de la ubiquitinación en procesos no degradativos los 
indispensables en el desarrollo de este eucariota primitivo. Este comportamiento nos hace 
sugerir que tempranamente en la evolución los papeles no degradativos de la ubiquitinación 
pudieron primar sobre los degradativos, y que la Ub pudo ser originalmente una molécula 
señalizadora. 
 
Este trabajo contribuye significativamente al conocimiento básico del sistema de ubiquitinación y 
su papel en el desarrollo del eucariota tempranamente divergente G.intestinalis, además generó 
un gran conjunto de datos e información para futuros trabajos. 
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ANEXOS 
ANEXO 1 
Oligonucleótidos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. Gl-NTE1-F        5’-GAATTCACCCTACGTCAACATCAT-3’ 
2. Gl-NTE1-R       5-’GTCGACATTGTCAACCACCTCAAC-3  
3. Gl-CTE1-F       5'-GAATTCATGACATCCCGACTATTG-3'  
4. Gl-CTE1-R       5'-GTCGACCCTTGAACTGTTACGGTT-3'  
5. NT-UbiE1-F     5’-CGCGGATCCATGAATCGAGACTATTCTCGCAC-3’ (BamHI)          
6. NT-UbiE1-R    5’-ATAAGAATGCGGCCGCCTAATTTACTAGGCAAAGTTTGGG-3’ (NotI)  
7. CT-UbiE1-F      5’-CATGCCATGGATGAATCGAGACTATTCTCGCAC-3’ (NcoI) 
8. CT-UbiE1-R      5’-GCGCGATATCATTTACTAGGCAAAGTTTGGG-3’ (EcoRV) 
9. UbiE1AS-F        5’-GCGGATATCATGAATCGAGACTATTCTCGCAC-3’ (EcoRV) 
10. UbiE1AS-R        5’-CATGCCATGGGAAAAAGCGCCAGTCACG-3’ (NcoI) 
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ANEXO 2 
Diagrama del vector pThioHis (Invitrogen) 
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ANEXO 3 
Diagrama de los vectores pTubHApac(NT/CT) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
pTubHApacNT 
4858 pb 
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pTubHApacCT 
6574 pb 
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ANEXO 4 
Amplificación y digestiones de los insertos a clonar en los vectores pTubpacHA(NT/CT) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Amplificación por PCR de los productos a 
clonar.  (E1AS) producto de 600pb amplificado 
para ser clonado de forma inversa en el vector 
pTubHApacCT y utilizarlo en el silenciamiento 
antisentido. (E1NT) producto de 3279pb utilizado 
para clonar en el vector pTubHApacNT y sobre-
expresar la proteína con “tag” HA en el N-terminal. 
(E1CT) producto de 3279pb utilizado para clonar 
en el vector pTubHApacCT y sobre-expresar la 
proteína con “tag” HA en el C-terminal.  
A 
B 
Dobles digestiones de los insertos a clonar. (A) Esquema de los sitios de corte que presentan las 
enzimas BamHI y EcoRV en sitios internos del producto de amplificación. (B). Doble digestión de los 
insertos para la sobre-expresión. E1NT: Digestión total (2h) con NotI y digestión parcial (5min) con 
BamHI. Se observan los productos de 3279pb (amplificado completo, digestión de extremos), 1950pb 
y 1329pb. E1CT: Digestión total (2h) con NcoI y digestión parcial (5min) con EcoRV. Se observan los 
productos de 3279pb (amplificado completo, digestión de extremos), 2767pb, 2447, 1925pb, 842pb y 
522pb. E1AS: Digestión total (2h) con NcoI y digestión parcial (5min) con EcoRV. Se observan los 
productos de 600pb (amplificado completo, digestión de extremos) y 522pb. Los (*) indican los 
productos generados por cortes de las enzimas en zonas internas del amplificado. La cabeza de 
flecha indica el producto completo de amplificación digerido en los extremos, este se purificó del gel y 
se clonó en los vectores.  
 
Amplificación por PCR de los productos a clonar.  (E1AS) producto de 600pb amplificado para ser 
clonado de forma inversa en el vector pTubHApacCT y utilizarlo en el silenciamiento antisentido. 
(E1NT) producto de 3279pb utilizado para clonar en el vector pTubHApacNT y sobre-expresar la 
proteína con “tag” HA en el N-terminal. (E1CT) producto de 3279pb utilizado para clonar en el vector 
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ANEXO 5 
Datos real-time PCR cuantitativo 
 
Curva de calibración con el plásmido pGEM-T-NET1 
Concentración del plásmido = 816ng/μl 
 
Dilución # Copias log # Copias Ct*
 
1 en 100 2398344862 9.4 15.87 
1 en 1000 239834486 8.4 19.62 
1 en 10000 23983448 7.4 22.74 
1 en 100000 2398344 6.4 26.00 
1 en 1000000 239834 5.4 32.10 
1 en 10000000 23983 4.4 35.41 
                           * Promedio de tres experimentos 
 
Ecuación de la curva de calibración:      Ct = -3,954 x Log(# copias) + 52,495 
                                                                R2 = 0,989 
 
Valores de Ct y número de copias de muestras problema analizadas 
Cada muestra se analizó por triplicado, se indican en la tabla como D1, D2 y D3.  
Se indican los tiempos de enquistación como: 0h (trofozoítos), 6h, 12h, 24h y 48h (quistes). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  D1   D2   D3  
 Ct log #copias #copias Ct log copias copias Ct log copias copias 
0h 29,84 5,73 536051 29,72 5,76 574848 29,51 5,81 649620 
6h 28,99 5,94 879351 28,44 6,08 1211298 28,20 6,14 1392979 
12h 27,62 6,29 1952632 27,23 6,39 2450457 27,40 6,35 2219504 
24h 28,52 6,06 1156165 28,52 6,06 1156165 28,69 6,02 1047198 
48h 32,05 5,17 148020 31,96 5,19 155984 32,10 5,16 143773 
 D1 D2 D3 PROMEDIO DS Relativo a 0h 
 copias/ug copias/ug copias/ug copias/ug copias/ug  DS 
0h 1072 1150 1299 1170 115 1,00 0,10 
6h 1759 2423 2786 2299 521 1,96 0,45 
12h 3905 4901 4439 3706 498 3,17 0,43 
24h 2312 2312 2094 2233 126 1,92 0,11 
48h 296 312 288 300 12 0,26 0,01 
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ANEXO 6 
Resultados de BLASTp de las proteínas identificadas en el “pull down” 
 
Se utilizó el programa BLASTp disponible en http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, en las tablas 
se muestra los 10 resultados con mayor E-value.  
 
1. Secuencia XP_001709153: Rpn2 
No. Acceso Descripción Organismo E-value 
XP_001734497.1 
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 
Rpn2 
Entamoeba dispar 3e-13 
XP_449902.1 Hypothetical protein. Similar a Rpn2 Candida glabrata 6e-12 
XP_001768332.1 Predicted protein, Similar a Rpn2 Physcomitrella patens 1e-11 
XP_001313705.1 
Proteasome/cyclosome repeat family protein,. 
Similar a Rpn2 
Trichomonas vaginalis 1e-11 
XP_657147.2 Hypothetical protein. Similar a Rpn2 Entamoeba histolytica 2e-11 
XP_001527924.1 26S proteasome regulatory subunit RPN2 Lodderomyces elongisporus 5e-11 
BAG16528.1 Putative 26S proteasome subunit RPN2 Capsicum chinense 1e-10 
XP_002417769.1 
26s proteasome regulatory subunit, putative, 
Rpn2 
Candida dubliniensis 2e-10 
NP_180832.1 
26S proteasome regulatory subunit, putative. 
Similar a Rpn2 
Arabidopsis thaliana] 2e-10 
AAP82172.1 26S proteasome subunit RPN2A synthetic construct 2e-10 
 
2. Secuencia XP_001705567 (proteína hipotética GL50803_16659): Rpn6 
No. Acceso Descripción Organismo E-value 
XP_656698.1 Proteasome regulatory subunit. Similar a Rpn6 Entamoeba histolytica 3e-11 
XP_002950657.1 
26S proteasome regulatory complex. Similar a 
Rpn6 
Volvox carteri f. nagariensis 4e-11 
XP_001734160.1 26S proteasome subunit S9. Similar a Rpn6 Entamoeba dispar 8e-11 
CBJ31312.1 Expressed unknown protein Ectocarpus siliculosus 2e-10 
XP_002682980.1 Predicted protein Naegleria gruberi 3e-10 
XP_001326757.1 PCI domain containing protein. Similar a Rpn6 Trichomonas vaginalis 4e-10 
XP_001524562.1 26S proteasome regulatory subunit RPN6 Lodderomyces elongisporus 8e-9 
XP_002446538.1 
Hypothetical protein SORBIDRAFT_06g017780. 
Similar a Rnp6 
Sorghum bicolor 1e-9 
XP_002181486.1 
Regulatory proteasome non-ATPase subunit 6 – 
Rpn6 
Phaeodactylum tricornutum 1e-9 
NP_001151067.1 
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 
11 – Rpn6 
Zea mays 1e-9 
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3. Secuencia XP_001710128: Ubp14/Usp5  
No. Acceso Descripción Organismo E-value 
XP_571361.11 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14 Ubp14 
Cryptococcus neoformans 
var. neoformans  
6e-34 
XP_001466763.1 
Cysteine peptidase, Clan CA, family C19; 
ubiquitin hydrolase. Similar a Ubp14 
Leishmania infantum 2e-32 
XP_002171918.1 Ubiquitin C-terminal hydrolase Ubp14  
Schizosaccharomyces 
japonicus 
3e-32 
XP_847895.1 
Cysteine peptidase, Clan CA, family C19. Ubp14 
 
Leishmania major 3e-33 
XP_844076.1 Ubiquitin hydrolasa Ubp14 Trypanosoma brucei 3e-31 
XP_002418161.1 
Deubiquitinating enzyme 14, putative Ubp14 
 
Candida dubliniensis 1e-29 
XP_002851273.1 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14 Ubp14 Arthroderma otae 3e-29 
NP_596085.1 Ubiquitin C-terminal hydrolase Ubp14  
Schizosaccharomyces 
pombe 
1e-27 
XP_002493173.1 
Ubiquitin-specific protease that specifically 
disassembles unanchored ubiquitin chains 
Ubp14 
Pichia pastoris 2e-27 
XP_003070356.1 
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase family 
protein Ubp14 
Coccidioides posadasii 2e-27 
 
4. Secuencia XP_001707986: Doa4 
No. Acceso Descripción Organismo E-value 
ABA99902.2 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase Oryza sativa 5e-15 
AAA35105.1 Putative deubiquitinating enzyme, Ubp5. 
Paralógo de Doa4 
Saccharomyces cerevisiae 2e-14 
XP_003090371.1 
hypothetical protein CRE_06198, dominio 
UCH 
Caenorhabditis remanei 1e-14 
EEU05118.1 Doa4 Saccharomyces cerevisiae 2e-14 
XP_002019822.1 
GL12603, proteína con dominio rodanasa 
similar a Doa4 
Drosophila persimilis 2e-14 
XP_001359977.2 
GA19137, proteína con dominio rodanasa 
similar a Doa4 
Drosophila pseudoobscura 2e-14 
XP_002794055.1 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase, Usp7 
Paracoccidioides 
brasiliensis   
2e-13 
XP_972079.2 
PREDICTED: similar to AGAP003821-PA. 
Dominio UCH 
Tribolium castaneum] 2e-13 
XP_002442564.1 
hypothetical protein 
SORBIDRAFT_08g022020. Dominio UCH 
Sorghum bicolor 3e-13 
XP_956165.2 hypothetical protein NCU00480. Dominio UCH Neurospora crassa 3e-13 
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ANEXO 7 
Purificación de proteínas His6Ub-ubiquitinadas por cromatografía de afinidad  
Buffer de lavado 10 y 20mM de imidazole 
 
 
Se realizó la reacción de ubiquitinación in vitro con 500μg de extracto NP40 de trofozoitos en 
las condiciones establecidas, la mezcla de reacción se incubó durante 2h a 25°C. Los productos 
de la reacción (proteínas His6Ub-ubiquitinadas) se purificaron por cromatografía de afinidad 
utilizando resina de Ni-NTA. Los lavados se realizaron con buffer de lavado con imidazol 10mM 
(A) o 20mM (B). Se realizó una cromatografía simultáneamente con 500μg de extracto NP40 de 
trofozoítos (control). Fracciones no enlazadas (NE), último lavado (UL) y eluídos (E1, E2 y E3) 
se evaluaron por SDS-PAGE en geles de gradiente 4-20% y tinción con azul de coomassie 
coloidal.  
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BAA06215 90464 elongation factor 2 (EF2) 11 620 11 558 2 143
XP_001707321 45169 Elongation factor 1-gamma (EF1gamma) 2 125
XP_001704069 24724 Translation elongation factor (EF1beta) 2 150
XP_001708522 70231 Arginyl-tRNA synthetase 2 124 6 352
XP_001705722 62541 Aspartyl-tRNA synthetase 5 291 11 703
XP_001705007 87528 Glutaminyl-tRNA synthetase 6 362 3 155
XP_001707446 80061 Glutaminyl-tRNA synthetase 9 538 2 124
XP_001707384 65910 Lysyl-tRNA synthetase 3 167
XP_001705100 78963 Threonyl-tRNA synthetase 5 352 2 75 2 96
XP_001709365 139119 Valine-tRNA ligase 2 63
XP_001706205 74998 RNase L inhibitor (Ribosome maturation and Translation) 2 98
XP_001705172 204027 RRNA biogenesis protein RRP5 (Ribosomal biogenesis) 9 419 3 153
XP_001708867 238596 RNA polymerase AI large subunit Rpb1 2 119
XP_001708583 144869 DNA-directed RNA polymerase Rpb2 (RNA polymerase beta subunit) 6 274 2 92
XP_001706594 105079 Transcription factor, putative 2 99
XP_001708536 35203 Fibrillarin-like pre-rRNA processing protein Narcisi et al 3 137
XP_001709373 55296 Nucleolar protein NOP2 (methyltransferase) 2 113
XP_001707973 109178 Spindle pole protein, putative (chromosome segregation protein SMC) 2 163
XP_001705612 220913 5'-3' exoribonuclease 2 2 97
XP_001704715 13848 Histone H2A 2 150 9 603
ABV60223 12398 histone H2B 9 573
XP_001707235 16292 Histone H3 3 198
ABV60243 8773 histone H4 6 413
XP_001704733 67330 Chaperone protein dnaJ 5 297 2 97 5 242 5 348 2 233
XP_001705621 94719 Heat-shock protein, putative 7 522 3 174 2 169
BAD83616 39977 cytosolic-type hsp90  N-Terminal (HSP90-alpha GI:157436100) 4 175
BAD83617 40711 cytosolic-type hsp90  C-Terminal (HSP90-alpha GI:157433563) 37KDa 3 155
XP_001709001 97685 Caseinolityc peptidase B ClpB (chaperone ATPase) 7 323
XP_001706090 25742 Protein disulfide isomerase PDI1 2 131 2 69 17 1370 14 1131
XP_001707782 50357 Protein disulfide isomerase PDI2 2 213 5 265 2 180
Anexo 8
Proteinas identificadas con el ensayo de ubiquitinación in vitro  en trofozoítos y durante la enquistación
Trofozoítos Quistes
Tiempo de inducción de enquistación 0 horas 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas
Número de 
acceso
Masa Descripción Peptidos
Mascot 
score
Peptidos
Mascot 
score
Peptidos
Mascot 
score
DNA/RNA (Transcripción, traducción)
ND ND
Mascot 
score
Peptidos
Mascot 
score
Peptidos
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND
ND ND ND
ND ND ND
ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND
ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
Histonas
ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
Plegamiento
ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND
ND ND
ND
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XP_001704962 79444 Dynamin 14 1050 18 1237 2 172 6 396 3 169
AAM83403 206832 putative clathrin heavy chain 9 548 3 137 14 827 5 276
XP_001708133 86961 Alpha adaptin (AP-2 alpha) 2 178
AAM27210 122887 putative adaptor protein complex large chain subunit BetaB (AP-2 Beta) 4 252 3 174
XP_001709302 87429 Vacuolar protein sorting 35 (RETROMER endosomes to golgi) 2 105 7 347
XP_001704135 71473 Vacuolar ATP synthase catalytic subunit A 3 259 9 622
XP_001705680 54694 Vacuolar ATP synthase subunit B 2 136
XP_001709085 467183 Lipopolysaccharide-responsive and beige-like anchor protein 2 164 5 315
XP_001706385 26310 Synaptobrevin-like protein 2 69
XP_001703953 90584 NSF (N-ethylmaleimide sensitive factor - ATPase) 8 539
XP_001704291 89529 NSF (N-ethylmaleimide sensitive factor - ATPase) 2 419
XP_001709737 114526 Kinesin-3 16 1223 2 115 2 72
XP_001709752 120423 Kinesin-3 3 929
XP_001704310 33849 Alpha-1 giardin 3 174 11 595
XP_001708837 33280 Alpha-3 giardin 6 398
XP_001705104 37311 Alpha-10 giardin 4 217
AAN78305 48858 alpha-tubulin 2 194 2 292 5 417
CAA29923 49777 beta-tubulin 2 91 2 338 2 355 3 350
XP_001709528 88582 VSP 4 746
XP_001708046 25847 VSP 2 168
XP_001704987 73979 Flagella associated protein 2 71
XP_001706983 76693 VSP with INR Variant-specific surface protein (WB-9B10) 2 145 6 304
XP_001710286 78575 Dipeptidyl-peptidase III 6 302 2 89
XP_001706477 49622 Xaa-Pro dipeptidase 2 89
XP_001704423 61799 Cathepsin L precursor 2 146
XP_001704875 128408 Metalloprotease, insulinase family 2 81
CAA49657 8597 ubiquitin 3 386 2 212 2 225 3 232
XP_001708030 121326 Ubiquitin-conjugating enzyme E1 17 1185 5 342
XP_001705864 20249 Ubiquitin-conjugating enzyme E2-17 kDa 3 2 76
XP_001706028 135785 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 (Rpn1) 2 112
XP_001709153 147519 26S proteasome regulatory subunit, putative (Rpn2) 4 236
XP_001709043 29385 Glucosamine-6-phosphate deaminase  GNP 9 565 4 234
XP_001708988 22784 Glucose 6-phosphate N-acetyltransferase GNA 3 263
AAO31976 56389 phosphoacetylglucosamine mutase AGM 4 301
Trofozoítos Quistes
Tiempo de inducción de enquistación 0 horas 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas
Número de 
acceso
Masa Descripción Peptidos Peptidos
Mascot 
score
Peptidos
Mascot 
score
Peptidos
Mascot 
score
Transporte, sorting y endocitosis
ND
ND ND ND ND
Mascot 
score
Peptidos
Mascot 
score
ND ND ND
ND ND ND
ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
Citoesqueleto y membrana plsmática
ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND
ND ND ND ND
ND ND
ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND
Proteasas
ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
Sistema Ubiquitina-proteosoma
ND
ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
Síntesis del polímero de N-acetilgalactosamine (GalNAc)
ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND  
 164 
XP_001705744 78033 Acetyl-CoA synthetase 11 759 3 270 13 813 3 205
XP_001710279 106638 Acyl-CoA synthetase 3 190 7 434 2 89
XP_001704525 58268 Alanine aminotransferase, putative 4 225 2 83
XP_001710238 97053 Alcohol dehydrogenase 15 1022 17 1037
XP_001705763 44777 Alcohol dehydrogenase lateral transfer candidate 2 98
XP_001705755 64072 Arginine deiminase 25 1496 2 88 12 890 13 909
XP_001704865 91419 1,4-alpha-glucan branching enzyme 5 287
XP_001705733 195727 4-alpha-glucanotransferase, amylo-alpha-1,6-glucosidase 11 785
XP_001706738 65031 2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase 18 1330
XP_001709668 67960 CTP synthase 2 134
EFF74053 31682 dihydrodipicolinate synthase 2 100
XP_001705909 63783 DRAP deaminase 3 213 4 280 2 160
XP_001709477 46183 Farnesyl diphosphate synthase 4 224
XP_001710050 35173 Fructose-bisphosphate aldolase 25 1844 30 1879 23 1492
XP_001706734 37670 Glucokinase 3 192
XP_001705324 98240 Glutamate synthase 4 301 2 125 8 566
AAB18421 36280 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 13 976 10 721 11 730 5 303 2 97
XP_001706726 84990 Glycogen synthase, putative 4 277 2 89 4 251
XP_001709411 84475 Long chain fatty acid CoA ligase, putative 5 291
XP_001707118 35453 Malate dehydrogenase 2 183
AAL59603 51439 NADH oxidase 8 480
XP_001706095 16764 Nucleoside diphosphate kinase 2 177
AAG47713 72005 phosphoenolpyruvate carboxykinase 4 264 3 151
XP_001706998 43555 Phosphoglycerate kinase 5 322 7 583 9 687 6 471
XP_001705528 39272 Phosphatidylinositol transfer protein alpha isoform 2 74
XP_001708591 88378 Purine nucleoside phosphorylase lateral transfer candidate 3 150 5 307
XP_001707507 59907 Pyrophosphate-fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase alpha subunit 14 979 5 182
XP_001708948 131700 Pyruvate-flavodoxin oxidoreductase 4 222 22 1192 53 3327
XP_001708704 138821 Pyruvate-flavodoxin oxidoreductase 2 114 23 1293 4 206 4 191
AAD55757 56004 putative pyruvate:ferredoxin oxidoreductase 2 2 88 2 89 5 253
XP_001709529 60468 Pyruvate kinase 16 1311 3 127 17 1330 13 837
AAF19604 57352 pyruvate kinase 5 306 2 157 3 163
AAC47168 97563 pyruvate,phosphate dikinase 2 195 36 2477 12 730 21 1442 6 442
AAM94634 63181 threonine dehydratase 4 242
AAB01342 27837 triose phosphate isomerase 3 158
XP_001707342 34243 UPL-1 Uridine phosporylase 7 372 2 139
XP_001704181 65984 Uridine kinase 3 182
Trofozoítos Quistes
Tiempo de inducción de enquistación 0 horas 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas
Peptidos
Mascot 
score
Peptidos
Número de 
acceso
Masa Descripción Peptidos
Mascot 
score
Enzimes (Metabolismo)
ND
ND ND
Mascot 
score
Peptidos
Mascot 
score
Peptidos
Mascot 
score
ND ND ND
ND ND ND
ND ND ND ND
ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND
ND ND ND ND
ND ND
ND ND
ND ND ND ND
ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND
ND
ND ND ND ND
ND ND ND
ND ND ND
ND 26
ND
ND ND
ND
ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND
ND ND ND ND  
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XP_001704895 76275 Kinase 4 259 4 251 3 202
XP_001709026 133112 Kinase, NEK 7 482
XP_001707221 124703 Kinase, NEK 4 175
XP_001707357 90500 Kinase, NEK 12 648 7 470 3 242 2 78
XP_001704268 66922 Kinase, NEK 4 212
XP_001708517 53003 Kinase, NEK 2 157
XP_001706081 41498 Kinase, NEK 2 120
XP_001709229 34298 Kinase, NEK 2 95
XP_001708873 33835 Kinase, NEK 2 110
XP_001710036 32597 Kinase, NEK 3 122 9 578 4 267 3 128
XP_001709632 112591 Kinase, NEK-frag 3 135
XP_001705714 189834 Kinase, CDC7 10 611 3 131 5 284
XP_001705269 46050 Kinase, CAMK CAMKL 2 79 4 223
XP_001704849 97169 Kinase, CMGC DYRK 2 202 2 149
XP_001706920 54793 Kinase, CMGC CK2 4 239
XP_001709931 32823 Kinase, CMGC CDK 3 119
XP_001704058 35197 Kinase, CMGC CDK 2 103
XP_001705776 77123 Kinase, PLK 2 111
XP_001707209 103239 Kinase, SCY1 2 116
XP_001705743 72237 Phosphatase, putative 3 160 2 89 3 123 2 89
XP_001707645 39732 Ser/Thr phosphatase PP2A-2 catalytic subunit 2 109
XP_001705519 41253 Developmentally regulated GTP-binding protein 1 2 164
XP_001708553 51320 G1 to S phase transition protein 1, putative 2 79
AAN73430 41232 extracellular signal-regulated kinase 2 4 333
XP_001710268 125741 Protein 21.1 3 195 2 178 2 123 2 75
XP_001710302 124254 Protein 21.1 6 387 6 469 3 241
XP_001705792 113860 Protein 21.1 3 126
XP_001709256 112759 Protein 21.1 3 143
XP_001705064 95163 Protein 21.1 18 1463 3 201 4 294 3 176
XP_001705461 93867 Protein 21.1 2 124
XP_001709481 87536 Protein 21.1 2 131
XP_001708876 79617 Protein 21.1 5 431
XP_001704344 64147 Protein 21.1 7 369 2 57
XP_001704817 59732 Protein 21.1 4 187
XP_001708396 36947 Protein 21.1 2 133 3 160
XP_001704622 25568 Protein 21.1 2 150
Trofozoítos Quistes
Tiempo de inducción de enquistación 0 horas 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas
Mascot 
score
Peptidos
Número de 
acceso
Masa Descripción Peptidos
Mascot 
score
Kinasas y fosfatasas (señalización)
ND ND
Mascot 
score
Peptidos
Mascot 
score
Peptidos
Mascot 
score
Peptidos
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND
ND ND ND ND
ND ND
ND ND ND
ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
Proteínas 21.1 (Presentan dominios de ankirina involucrados en interacciones proteína-proteína)
ND
ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND
ND ND ND ND  
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XP_001704254 27002 Ribosomal protein L2 4 230 5 257
XP_001705236 42596 Ribosomal protein L3 9 546 11 771 4 212 3 164 2 118
XP_001708810 34947 Ribosomal protein L4 10 656 7 469 5 382 2 126
XP_001706234 33856 Ribosomal protein L5 2 100
XP_001705231 27023 Ribosomal protein L7 6 361 9 585 3 154
XP_001706321 25348 Ribosomal protein L7a 4 272 6 346 4 296 3 175
XP_001705797 20823 Ribosomal protein L9 11 648 9 529 8 502 2 165
XP_001707575 24963 Ribosomal protein L10a 4 196 2 149 4 232 3 174
XP_001706797 19705 Ribosomal protein L11 4 219 5 332 3 166 3 179
XP_001704829 22839 Ribosomal protein L13a 9 533 9 564 7 384 7 488 3 232
XP_001709584 14732 Ribosomal protein L14 2 133
XP_001707606 18650 Ribosomal protein L17 2 68
XP_001709691 20130 Ribosomal protein L18 2 116 4 174 2 130 3 173 2 119
XP_001705001 20552 Ribosomal protein L18a 2 73
XP_001710022 18227 Ribosomal protein L21 6 284 7 432 3 104 5 225
XP_001706142 15994 Ribosomal protein L23A 5 334 4 371
XP_001705268 11950 Ribosomal protein L24A 2 112 2 95
XP_001709840 15322 Ribosomal protein L27 7 578 6 539 6 459 7 605 4 313
XP_001704050 17100 Ribosomal protein L27a 2 135 3 157
XP_001709269 11659 Ribosomal protein L30 2 94 2 103 2 116
XP_001706140 12132 Ribosomal protein L31B 4 244 4 311 4 247 3 207
XP_001706078 15919 Ribosomal protein L32 2 150 4 232 3 174 3 219 2 149
XP_001706089 13471 Ribosomal protein L34 2 110 4 258
XP_001706548 13862 Ribosomal protein L35a 8 518 5 296 3 297 2 134
XP_001704191 10534 Ribosomal protein L36-1 2 73
XP_001706189 10276 Ribosomal protein L37 3 179 2 141 4 190
XP_001705992 26688 Ribosomal protein S2 5 386 3 172 2 143 3 153
XP_001708724 24703 Ribosomal protein S3 2 212 8 466 5 388 4 312
XP_001705170 28327 Ribosomal protein S3a 2 286 5 428 3 213 2 137
XP_001707248 30374 Ribosomal protein S4 6 274 7 408 4 217 3 167
XP_001704024 20993 Ribosomal protein S5 2 131 2 101
XP_001706339 21621 Ribosomal protein S9 2 138 2 65
XP_001705221 15355 Ribosomal protein S10B 8 370 2 103 8 364 6 285
EES99335 21890 Ribosomal protein S11 10 541 7 518 2 84 6 392
XP_001704776 14326 Ribosomal protein S12 6 345 4 226 5 273
XP_001706152 15698 Ribosomal protein S14 7 507 2 137 5 426 4 291
XP_001706502 17569 Ribosomal protein S16 3 227 3 210
XP_001709586 14024 Ribosomal protein S20 2 138 2 100 3 128 2 97
Trofozoítos Quistes
Tiempo de inducción de enquistación 0 horas 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas
Peptidos
Mascot 
score
Peptidos
Número de 
acceso
Masa Descripción Peptidos
Mascot 
score
Proteínas Ribosomales
ND ND ND
Mascot 
score
Peptidos
Mascot 
score
Peptidos
Mascot 
score
ND
ND ND ND ND
ND ND
ND
ND
ND
ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND
ND ND ND
ND ND ND
ND ND ND
ND ND
ND
ND ND ND
ND
ND ND ND ND
ND ND
ND
ND
ND
ND
ND ND ND
ND ND ND
ND
ND
ND ND
ND
ND ND ND
ND  
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XP_001705391 12735 Ribosomal protein S26 2 83
XP_001708809 15442 Ribosomal protein S29A 5 247
XP_001705438 80094 Hypothetical protein GL50803_115478 2 107 3 188
XP_001707402 149661 Hypothetical protein GL50803_101278 4 262 5 310 3 147
XP_001708344 53337 Hypothetical protein GL50803_94463 3 141 4 227
XP_001706533 240913 Hypothetical protein GL50803_94117 5 266 2 146 9 490 8 416
XP_001706938 26704 Hypothetical protein GL50803_28699 2 124
XP_001707013 15445 Hypothetical protein GL50803_24451 3 119
XP_001707206 49034 Hypothetical protein GL50803_23017 2 116 2 67
XP_001707920 146544 Hypothetical protein GL50803_22543 2 61
XP_001706898 42334 Hypothetical protein GL50803_21628 2 107
XP_001708629 35393 Hypothetical protein GL50803_17400 2 70
XP_001706499 179239 Hypothetical protein GL50803_17332 23 1436
XP_001704754 26971 Hypothetical protein GL50803_16794 2 164
XP_001707556 103032 Hypothetical protein GL50803_16653 2 82
XP_001707576 88291 Hypothetical protein GL50803_16648 2 147
XP_001707037 29665 Hypothetical protein GL50803_16424 2 110
XP_001709409 83582 Hypothetical protein GL50803_16353 5 313 4 251 2 139 2 122
XP_001704054 110474 Hypothetical protein GL50803_16312 2 148
XP_001707019 52068 Hypothetical protein GL50803_11380 3 173 6 360
XP_001706436 42667 Hypothetical protein GL50803_9861 5 483 4 220 4 240 2 137
XP_001707432 213593 Hypothetical protein GL50803_9183 24 1472
XP_001708788 52292 Hypothetical protein GL50803_9098 3 149
XP_001709369 28631 Hypothetical protein GL50803_8770 3 143 2 111
XP_001704451 37155 Hypothetical protein GL50803_8692 3 226 4 233
XP_001706561 56796 Hypothetical protein GL50803_8528 15 804 12 690 7 457
XP_001709157 21146 Hypothetical protein GL50803_7244 2 81
XP_001704720 63159 Hypothetical protein GL50803_6617 3 164
XP_001705314 17331 Hypothetical protein GL50803_6171 2 157 6 382 2 97
XP_001707179 29613 Hypothetical protein GL50803_5800 2 138
XP_001704815 170142 Hypothetical protein GL50803_4595 3 196 4 162
XP_001704350 41094 HZGJ (WD40 Domain) 2 106
XP_001709096 38488 WD-40 repeat protein family 3 101
XP_001706755 28540 14-3-3 protein 2 112
ND: No detectada
ND ND ND ND
ND ND ND ND
Peptidos
Trofozoítos Quistes
Tiempo de inducción de enquistación 0 horas 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas
Mascot 
score
Peptidos
Número de 
acceso
Masa Descripción Peptidos
Mascot 
score
Proteínas Hipotéticas
ND ND ND
Mascot 
score
Peptidos
Mascot 
score
Peptidos
Mascot 
score
ND ND
ND ND ND
ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND
ND ND ND ND
ND ND ND
ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND
ND ND ND
ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND ND
ND ND
ND ND ND ND
ND ND ND
Otras
ND ND ND ND
ND
ND ND ND ND
65 56TOTAL 147 92 70
ND ND ND
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Q08046 43904 Elongation factor 1-alpha 19 1337
XP_001707321 45169 Elongation factor 1-gamma 3 184
XP_001707670 46574 A-type flavoprotein lateral transfer candidate 14 983
XP_001705202 49461 Acid sphingomyelinase-like phosphodiesterase 3b precursor 11 753
XP_001704525 58268 Alanine aminotransferase, putative 11 583
XP_001710238 97053 Alcohol dehydrogenase 12 740
XP_001705763 44777 Alcohol dehydrogenase lateral transfer candidate 8 595
XP_001704310 33849 Alpha-1 giardin 3 149
XP_001704865 91419 1,4-alpha-glucan branching enzyme 11 573
XP_001709888 137989 4-alpha-glucanotransferase 4 349
XP_001705176 55050 Aminoacyl-histidine dipeptidase 4 167
XP_001705755 64072 Arginine deiminase 10 693
XP_001706738 65031 2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase 18 1275
XP_001708626 40764 Chaperone protein dnaJ 8 625
XP_001705909 63783 DRAP deaminase 2 103
XP_001704962 79444 Dynamin 14 864
XP_001706428 10423 Dynein light chain 6 353
AAN73430 41232 extracellular signal-regulated kinase 2 5 356
XP_001706925 23825 FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 2 126
XP_001710050 35173 Fructose-bisphosphate aldolase 18 1133
XP_001706734 37670 Glucokinase 5 241
XP_001709043 29385 Glucosamine-6-phosphate deaminase 5 378
XP_001704441 83004 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 15 1125
XP_001708857 64433 Glucose-6-phosphate isomerase 21 1339
XP_001705324 98240 Glutamate synthase 3 151
AAB18421 36280 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 5 344
XP_001707988 118760 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 18 1370
XP_001705977 104765 Glycogen phosphorylase 43 2968
XP_001705621 94719 Heat-shock protein, putative 13 667
XP_001704350 41094 HZGJ 2 268
XP_001704895 76275 Kinase 10 531
XP_001708517 53003 Kinase, NEK 5 392
XP_001708873 33835 Kinase, NEK 2 126
XP_001705891 94310 Long chain fatty acid CoA ligase 5 7 336
XP_001707118 35453 Malate dehydrogenase 10 569
AAC47396 61459 malic enzyme 23 1570
XP_001708073 34656 Metallo-beta-lactamase superfamily protein 6 377
XP_001709257 46955 NADH oxidase 12 694
AAL59603 51439 NADH oxidase 12 694
XP_001707974 53283 NADH oxidase lateral transfer candidate 11 819
P28724 49715 RecName: Full=NADP-specific glutamate dehydrogenase 10 1064
XP_001706095 16764 Nucleoside diphosphate kinase 4 258
XP_001709979 36394 Ornithine carbamoyltransferase 22 1187
XP_001707244 49507 Ornithine decarboxylase 6 265
CAC33857 21920 ORF-C4 14 944
XP_001704832 27620 Peroxiredoxin 1 5 295
XP_001705094 23170 20S proteasome alpha subunit 4 7 419
XP_001706090 25742 Protein disulfide isomerase PDI1 12 807
XP_001705792 113860 Protein 21.1 7 476
XP_001709256 112759 Protein 21.1 2 146
XP_001705461 93867 Protein 21.1 7 619
XP_001709481 87536 Protein 21.1 5 372
Anexo 9
Proteinas presentes en controles y ensayo de ubiquitinación in vitro (inespecíficas)
Trofozoítos (0 horas de inducción)
Mascot 
score
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Número de 
acceso
Masa Descripción Peptidos
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XP_001708927 66176 Protein 21.1 13 880
XP_001704344 64147 Protein 21.1 22 1502
XP_001704817 59732 Protein 21.1 4 305
XP_001708948 131700 Pyruvate-flavodoxin oxidoreductase 3 204
AAC47168 97563 pyruvate,phosphate dikinase 7 555
XP_001709529 60468 Pyruvate kinase 6 407
XP_001707507 59907 Pyrophosphate-fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase alpha subunit 16 992
XP_001705797 20823 Ribosomal protein L9 3 207
XP_001704829 22839 Ribosomal protein L13a 5 237
XP_001705001 20552 Ribosomal protein L18a 5 258
XP_001706089 13471 Ribosomal protein L34 2 145
XP_001706548 13862 Ribosomal protein L35a 3 191
XP_001705221 15355 Ribosomal protein S10B 4 200
XP_001706152 15698 Ribosomal protein S14 4 265
XP_001705652 14721 Ribosomal protein S15A 4 168
XP_001704088 17443 Ribosomal protein S18 7 443
XP_001705100 78963 Threonyl-tRNA synthetase 10 593
XP_001707324 103951 Threonine dehydratase lateral transfer candidate 10 633
XP_001704614 77497 Transketolase 28 1819
XP_001706747 12110 Translation initiation factor 2 111
XP_001704069 24724 Translation elongation factor 3 264
CAA49657 8597 ubiquitin 2 124
XP_001707342 34243 UPL-1 3 130
XP_001704852 89521 VSP 4 261
XP_001706983 76693 VSP with INR 9 565
XP_001707418 80704 Hypothetical protein GL50803_137685 3 111
XP_001704133 163092 Hypothetical protein GL50803_137753 4 295
XP_001708895 24005 Hypothetical protein GL50803_135885 7 528
XP_001707402 149661 Hypothetical protein GL50803_101278 24 1252
XP_001706533 240913 Hypothetical protein GL50803_94117 3 106
XP_001704399 89458 Hypothetical protein GL50803_24279 2 130
XP_001706499 179239 Hypothetical protein GL50803_17332 5 321
XP_001707081 35170 Hypothetical protein GL50803_16067 3 202
XP_001708469 38187 Hypothetical protein GL50803_15581 8 544
XP_001707432 213593 Hypothetical protein GL50803_9183 57 3804
XP_001705178 47560 Hypothetical protein GL50803_8405 3 194
XP_001709157 21146 Hypothetical protein GL50803_7244 3 139
XP_001704651 141975 Hypothetical protein GL50803_7130 5 329
Q08046 43904 Elongation factor 1-alpha 3 180
XP_001707670 46574 A-type flavoprotein lateral transfer candidate 2 93
XP_001710279 106638 Acyl-CoA synthetase 3 186
XP_001710238 97053 Alcohol dehydrogenase 23 1480
XP_001705763 44777 Alcohol dehydrogenase lateral transfer candidate 2 227
XP_001704865 91419 1,4-alpha-glucan branching enzyme 5 303
XP_001705176 55050 Aminoacyl-histidine dipeptidase 4 176
XP_001705755 64072 Arginine deiminase 2 123
XP_001706738 65031 2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase 15 955
XP_001708626 40764 Chaperone protein dnaJ 2 67
XP_001706428 10423 Dynein light chain 4 271
XP_001708857 64433 Glucose-6-phosphate isomerase 16 936
XP_001705007 87528 Glutaminyl-tRNA synthetase 3 157
XP_001707988 118760 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 7 377
Mascot 
score
Número de 
acceso
Masa Descripción Peptidos
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Número de 
acceso
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XP_001705977 104765 Glycogen phosphorylase 43 2668
XP_001706726 84990 Glycogen synthase, putative 7 583
XP_001705621 94719 Heat-shock protein, putative 6 363
XP_001707118 35453 Malate dehydrogenase 3 173
AAC47396 61459 malic enzyme 3 180
AAL59603 51439 NADH oxidase 13 852
XP_001707974 53283 NADH oxidase lateral transfer candidate 4 131
XP_001706095 16764 Nucleoside diphosphate kinase 6 409
XP_001709979 36394 Ornithine carbamoyltransferase 12 650
XP_001707244 49507 Ornithine decarboxylase 4 230
CAC33857 21920 ORF-C4 10 694
XP_001706090 25742 Protein disulfide isomerase PDI1 2 182
XP_001705064 95163 Protein 21.1 23 2114
XP_001708927 66176 Protein 21.1 8 493
XP_001704344 64147 Protein 21.1 4 231
XP_001708948 131700 Pyruvate-flavodoxin oxidoreductase 16 1041
AAC47168 97563 pyruvate,phosphate dikinase 3 200
XP_001707507 59907 Pyrophosphate-fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase alpha subunit 2 127
XP_001706321 25348 Ribosomal protein L7a 2 100
XP_001705797 20823 Ribosomal protein L9 3 231
XP_001704829 22839 Ribosomal protein L13a 7 321
XP_001705001 20552 Ribosomal protein L18a 5 284
XP_001708724 24703 Ribosomal protein S3 2 144
XP_001705221 15355 Ribosomal protein S10B 3 182
XP_001706152 15698 Ribosomal protein S14 2 196
XP_001705652 14721 Ribosomal protein S15A 6 335
XP_001704088 17443 Ribosomal protein S18 12 646
XP_001708809 15442 Ribosomal protein S29A 2 130
XP_001705100 78963 Threonyl-tRNA synthetase 16 1040
AAM94634 63181 threonine dehydratase 2 118
XP_001704614 77497 Transketolase 6 294
XP_001704069 24724 Translation elongation factor 2 237
XP_001704135 71473 Vacuolar ATP synthase catalytic subunit A 2 165
XP_001706983 76693 VSP with INR 10 543
XP_001707402 149661 Hypothetical protein GL50803_101278 4 148
XP_001707432 213593 Hypothetical protein GL50803_9183 23 1609
XP_001709157 21146 Hypothetical protein GL50803_7244 4 196
XP_001706349 12010 Hypothetical protein GL50803_5890 3 172
Q08046 43904 Elongation factor 1-alpha 15 1192
XP_001707670 46574 A-type flavoprotein lateral transfer candidate 17 1228
XP_001705202 49461 Acid sphingomyelinase-like phosphodiesterase 3b precursor 10 710
XP_001704525 58268 Alanine aminotransferase, putative 5 192
XP_001710238 97053 Alcohol dehydrogenase 19 1143
XP_001705763 44777 Alcohol dehydrogenase lateral transfer candidate 6 435
XP_001705176 55050 Aminoacyl-histidine dipeptidase 14 820
XP_001705755 64072 Arginine deiminase 3 139
XP_001706738 65031 2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase 22 1517
XP_001709001 97685 ClpB protein 5 199
XP_001710286 78575 Dipeptidyl-peptidase III 2 135
XP_001706428 10423 Dynein light chain 5 346
AAN73430 41232 extracellular signal-regulated kinase 2 4 319
XP_001709477 46183 Farnesyl diphosphate synthase 3 185
Número de 
acceso
Masa Descripción Peptidos
Mascot 
score
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XP_001706734 37670 Glucokinase 11 613
XP_001709043 29385 Glucosamine-6-phosphate deaminase 18 1074
XP_001704441 83004 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 12 832
XP_001708857 64433 Glucose-6-phosphate isomerase 33 2171
AAB18421 36280 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 3 207
XP_001707988 118760 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 16 1251
XP_001705977 104765 Glycogen phosphorylase 41 2950
XP_001705621 94719 Heat-shock protein, putative 7 415
XP_001704350 41094 HZGJ 3 284
XP_001704895 76275 Kinase 8 494
XP_001706267 71458 Kinase, NEK 2 116
XP_001704268 66922 Kinase, NEK 9 481
XP_001708517 53003 Kinase, NEK 7 523
XP_001708873 33835 Kinase, NEK 3 157
XP_001705776 77123 Kinase, PLK 3 120
XP_001709085 467183 Lipopolysaccharide-responsive and beige-like anchor protein 2 76
XP_001707118 35453 Malate dehydrogenase 7 522
AAC47396 61459 malic enzyme 30 2111
XP_001708073 34656 Metallo-beta-lactamase superfamily protein 10 594
XP_001709257 46955 NADH oxidase 17 1155
AAL59603 51439 NADH oxidase 8 517
P28724 49715 RecName: Full=NADP-specific glutamate dehydrogenase 21 1836
XP_001706095 16764 Nucleoside diphosphate kinase 6 413
XP_001709979 36394 Ornithine carbamoyltransferase 24 1430
XP_001707244 49507 Ornithine decarboxylase 10 527
CAC33857 21920 ORF-C4 18 1046
XP_001705094 23170 20S proteasome alpha subunit 4 5 321
XP_001706028 135785 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 21 1294
XP_001706090 25742 Protein disulfide isomerase PDI1 10 785
XP_001709256 112759 Protein 21.1 5 254
XP_001705461 93867 Protein 21.1 5 449
XP_001709481 87536 Protein 21.1 8 489
XP_001708927 66176 Protein 21.1 11 765
XP_001704344 64147 Protein 21.1 26 1680
XP_001704817 59732 Protein 21.1 8 511
XP_001709808 57078 Protein 21.1 4 218
XP_001708591 88378 Purine nucleoside phosphorylase lateral transfer candidate 3 141
AAF19604 57352 pyruvate kinase 12 800
XP_001707507 59907 Pyrophosphate-fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase alpha subunit 8 523
XP_001705231 27023 Ribosomal protein L7 2 72
XP_001705797 20823 Ribosomal protein L9 2 137
XP_001705001 20552 Ribosomal protein L18a 5 314
XP_001705221 15355 Ribosomal protein S10B 4 214
XP_001706152 15698 Ribosomal protein S14 5 276
XP_001704088 17443 Ribosomal protein S18 5 337
XP_001705100 78963 Threonyl-tRNA synthetase 20 1210
XP_001707324 103951 Threonine dehydratase lateral transfer candidate 6 345
XP_001704614 77497 Transketolase 23 1418
XP_001704069 24724 Translation elongation factor 3 255
XP_001709096 38488 WD-40 repeat protein family 2 102
XP_001704133 163092 Hypothetical protein GL50803_137753 4 255
XP_001708895 24005 Hypothetical protein GL50803_135885 9 585
XP_001707402 149661 Hypothetical protein GL50803_101278 15 1039
XP_001706533 240913 Hypothetical protein GL50803_94117 6 344
XP_001704399 89458 Hypothetical protein GL50803_24279 13 777
XP_001709409 83582 Hypothetical protein GL50803_16353 2 96
XP_001708469 38187 Hypothetical protein GL50803_15581 7 487
XP_001707432 213593 Hypothetical protein GL50803_9183 89 6400
Mascot 
score
Número de 
acceso
Masa Descripción Peptidos
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XP_001704451 37155 Hypothetical protein GL50803_8692 2 84
XP_001705178 47560 Hypothetical protein GL50803_8405 3 195
XP_001709157 21146 Hypothetical protein GL50803_7244 3 142
XP_001704720 63159 Hypothetical protein GL50803_6617 2 117
Q08046 43904 Elongation factor 1-alpha 14 1067
XP_001707670 46574 A-type flavoprotein lateral transfer candidate 7 336
XP_001710238 97053 Alcohol dehydrogenase 14 912
XP_001706738 65031 2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase 3 233
XP_001706428 10423 Dynein light chain 4 314
XP_001709043 29385 Glucosamine-6-phosphate deaminase 19 1306
XP_001708857 64433 Glucose-6-phosphate isomerase 4 294
XP_001705977 104765 Glycogen phosphorylase 20 1411
XP_001704268 66922 Kinase, NEK 5 297
XP_001710036 32597 Kinase, NEK 2 64
XP_001707118 35453 Malate dehydrogenase 2 173
AAC47396 61459 malic enzyme 16 1109
AAL59603 51439 NADH oxidase 18 1285
XP_001707974 53283 NADH oxidase lateral transfer candidate 12 753
P28724 49715 RecName: Full=NADP-specific glutamate dehydrogenase 17 1092
XP_001706095 16764 Nucleoside diphosphate kinase 2 98
XP_001709979 36394 Ornithine carbamoyltransferase 9 639
CAC33857 21920 ORF-C4 11 815
XP_001705094 23170 20S proteasome alpha subunit 4 3 145
XP_001706090 25742 Protein disulfide isomerase PDI1 8 575
XP_001710302 124254 Protein 21.1 3 161
XP_001708927 66176 Protein 21.1 8 618
XP_001704344 64147 Protein 21.1 7 379
XP_001709808 57078 Protein 21.1 3 209
XP_001708948 131700 Pyruvate-flavodoxin oxidoreductase 15 912
XP_001707507 59907 Pyrophosphate-fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase alpha subunit 14 947
XP_001704614 77497 Transketolase 2 72
XP_001704069 24724 Translation elongation factor 2 124
XP_001707432 213593 Hypothetical protein GL50803_9183 15 929
Q08046 43904 Elongation factor 1-alpha 12 948
XP_001705202 49461 Acid sphingomyelinase-like phosphodiesterase 3b precursor 3 206
XP_001707670 46574 A-type flavoprotein lateral transfer candidate 4 272
XP_001710238 97053 Alcohol dehydrogenase 21 1279
XP_001704310 33849 Alpha-1 giardin 4 225
XP_001704865 91419 1,4-alpha-glucan branching enzyme 2 94
XP_001705733 195727 4-alpha-glucanotransferase, amylo-alpha-1,6-glucosidase 3 250
AAN78305 48858 alpha-tubulin 2 157
CAA29923 49777 beta-tubulin 3 177
XP_001706738 65031 2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase 16 1012
XP_001708626 40764 Chaperone protein dnaJ 6 345
Número de 
acceso
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Mascot 
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XP_001704962 79444 Dynamin 4 226
XP_001706428 10423 Dynein light chain 4 297
XP_001706734 37670 Glucokinase 5 317
XP_001709043 29385 Glucosamine-6-phosphate deaminase 20 1395
XP_001704441 83004 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 8 551
XP_001708857 64433 Glucose-6-phosphate isomerase 32 2131
XP_001705007 87528 Glutaminyl-tRNA synthetase 4 231
AAB18421 36280 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 3 270
XP_001707988 118760 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 20 1351
XP_001705977 104765 Glycogen phosphorylase 40 2940
XP_001706081 41498 Kinase, NEK 2 107
XP_001707118 35453 Malate dehydrogenase 3 267
AAC47396 61459 malic enzyme 32 2149
XP_001709257 46955 NADH oxidase 15 1057
AAL59603 51439 NADH oxidase 13 781
XP_001707974 53283 NADH oxidase lateral transfer candidate 16 1107
P28724 49715 RecName: Full=NADP-specific glutamate dehydrogenase 20 1945
XP_001709979 36394 Ornithine carbamoyltransferase 23 1484
CAC33857 21920 ORF-C4 14 885
AAO31976 56389 phosphoacetylglucosamine mutase 4 204
XP_001706090 25742 Protein disulfide isomerase PDI1 7 632
XP_001709256 112759 Protein 21.1 3 201
XP_001709481 87536 Protein 21.1 2 149
XP_001708927 66176 Protein 21.1 9 683
XP_001704344 64147 Protein 21.1 13 1003
XP_001704817 59732 Protein 21.1 4 261
XP_001709808 57078 Protein 21.1 12 961
XP_001708591 88378 Purine nucleoside phosphorylase lateral transfer candidate 6 333
XP_001708948 131700 Pyruvate-flavodoxin oxidoreductase 17 882
AAC47168 97563 pyruvate,phosphate dikinase 11 671
XP_001707507 59907 Pyrophosphate-fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase alpha subunit 5 219
XP_001705797 20823 Ribosomal protein L9 2 137
XP_001704829 22839 Ribosomal protein L13a 5 301
XP_001705001 20552 Ribosomal protein L18a 2 143
XP_001707248 30374 Ribosomal protein S4 2 94
XP_001705221 15355 Ribosomal protein S10B 3 214
XP_001706152 15698 Ribosomal protein S14 2 183
XP_001704088 17443 Ribosomal protein S18 4 177
XP_001704614 77497 Transketolase 11 681
XP_001706983 76693 VSP with INR 8 399
XP_001706046 20820 Wos2 protein 4 193
XP_001708895 24005 Hypothetical protein GL50803_135885 8 445
XP_001710099 109857 Hypothetical protein GL50803_14584 2 115
XP_001707432 213593 Hypothetical protein GL50803_9183 70 5227
XP_001709157 21146 Hypothetical protein GL50803_7244 2 75
Mascot 
score
Número de 
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XP_001704895 Kinase 
Pfam: Dominio Kinasa (1.9e-38) y ocho motivos ankirina                                                                                                                                           
BAST: Homología con proteínas kinasas de la familia CAMK (Trichomonas vaginalis 1e-27)
6, 12 y 24 horas
XP_001709026 Kinase, NEK Pfam: Dominio Kinasa (6.5e-26) y catorce motivos ankirina 0 horas
XP_001707221 Kinase, NEK Pfam: Dominio Kinasa (2.1e-20) y nueve motivos ankirina 48 horas
XP_001707357 Kinase, NEK Pfam: Dominio Kinasa (1.4e-39) y diez motivos ankirina 0, 6, 12 y 24 horas
XP_001704268 Kinase, NEK 
Pfam: Dominio Kinasa (2e-57) y cuatro motivos ankirina                                                                                                                                       
Pfam: Dominio CtIP_N (2.5e-02), Dominio N-terminal de la proteína CtIP. CtIP es una proteína predominantemente 
nuclear que interactúa con la E3-ligasa BRCA1 y la BRCA1-associated RING domain protein (BARD1). CtIP participa en 
regulación transcripcional, reparación del DNA, y control de puntos de chequeo del ciclo celular.                                                                                                                 
6 horas
XP_001708517 Kinase, NEK Pfam: Dominio Kinasa (1.7e-36) 6 horas
XP_001706081 Kinase, NEK Pfam: Dominio Kinasa (1.1e-68)                                                                                                                                                              0 horas
XP_001709229 Kinase, NEK Pfam: Dominio Kinasa (1.4e-39)                                                                                                                                                                                                            24 horas
XP_001708873 Kinase, NEK Pfam: Dominio Kinasa (5.2e-45) 0 horas
XP_001710036 Kinase, NEK Pfam: Dominio Kinasa (2.8e-36) 0, 6, 12 y 48 horas
XP_001709632 Kinase, NEK-frag Pfam: Dominio Kinasa (1.8e-20) y nueve motivos ankirina 0 horas
XP_001705714 Kinase, CDC7 Pfam: Dominio Kinasa (2.3e-22)                                                                   0, 12 y 24 horas
XP_001705269 Kinase, CAMK CAMKL 
Pfam: Dominio Kinasa (2.6e-63)                                                                                                                                                                                                                                                                                     
BLAST: Homología con proteínas CBL-interacting protein kinase 3 (CIPK3) (Arabidopsis lyrata  2e-53). Proteína que 
interactua con Calcineurina B like (CBL) y tiene funciones en señalización por calcio en arabidopsis.
0 horas
XP_001704849 Kinase, CMGC DYRK Pfam: Dominio Kinasa (3.1e-39)                                                                         6 horas
XP_001706920 Kinase, CMGC CK2 
Pfam: Dominio Kinasa (4.7e-47)                                                                                                                                                                                     
BLAST: Homología con proteínas Casein kinase II (Candida tropicalis  1e-76)
0 y 48 horas
XP_001709931 Kinase, CMGC CDK 
Pfam: Dominio Kinasa (6e-74)                                                                                                                                                                             
BLAST: Homología con proteínas Cdc2 cyclin-dependent kinase (Cdk1) (Xenopus laevis  2e-94)
0 horas
XP_001704058 Kinase, CMGC CDK 
Pfam: Dominio Kinasa (1.5e-71)                                                                                                                                                                                                 
BLAST: Homología con proteínas Cdc2 cyclin-dependent kinase (Cdk1) (Nicotiana tabacum  1e-106)
0 horas
XP_001705776 Kinase, PLK 
Pfam: Dominio Kinasa (5.8e-64)                                                                                                                                                         
Pfam: Dos dominios POLO Box (1.6e-09 y 7.3e-07) Polo o Polo-like kinasas tienen múltiples papeles durante el ciclo 
celular.                                                                                                                                                                                 
BLAST: Homología con proteínas Polo like kinase (Rattus norvegicus  2e-70)
0 horas
XP_001707209 Kinase, SCY1
BLAST: Homología con proteínas SCY1-like 2 CVAK104 (Acyrthosiphon pisum  8e-12): CVAK104 participa en 
transporte intracelular actuando sobre complejos SNAREs
0 horas
Anexo 10
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Número de 
acceso
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XP_001710268 Proteína 21.1 Pfam: Seis motivos Ankirina. 0, 6, 12 y 48 horas
XP_001710302 Proteína 21.1 Pfam: Seis motivos Ankirina. 0, 12 y 48 horas
XP_001705792 Proteína 21.1
Pfam: Cinco motivos Ankirina.                                                                                                                                                                                               
BLAST: Homología con la Cortactin-binding protein-2 (H.sapiens  2e-11). El complejo de las proteínas de unión a cortactina y 
cortactina regulan la polimerización de la actina del citoesqueleto. La cortactina (cortical actin binding protein) recluta el 
complejo Arp2/3 para romper los microfilamento de actina, facilitando y estabilizando los sitios de nucleación de la actina 
ramificada. 
0 horas
XP_001709256 Proteína 21.1
Pfam: Cinco motivos Ankirina.                                                                                                                                                                                                                                
BLAST: Homología con el componente del spindle pole body (Saccharomyces cerevisiae 7.8e-02). Homología con la cadena 
pesada de la miosina 11 isoforma 2 de músculo liso de Ornithorhynchus anatinus - Ornitorinco  (0.14).
6 horas
XP_001705064 Proteína 21.1 Pfam: Once motivos Ankirina. 0, 6, 12 y 24 horas
XP_001705461 Proteína 21.1
Pfam: Seis motivos Ankirina.                                                                                                                                                                                                                              
Pfam: BLOC1_2 (3.4e-03) - Biogenesis of lysosome-related organelles complex-1 subunit 2 . Miembros de esta familia de 
proteínas participan en proliferación celular, así como en la biogénesis de organelos especializados del sistema endosoma-
lisosoma. 
0 horas
XP_001709481 Proteína 21.1
Pfam: Tres motivos ankirina.                                                                                                                                                                                                                                          
Pfam: BRE1 (2.1e-04). BRE1 E3-Ubiquitin ligasa - mono-ubiquitinación de la histona H2B
48 horas
XP_001708876 Proteína 21.1
Pfam: Tres motivos ankirina.                                                                                                                                                                                                                           
NCBI-Anotación: HRD1. HRD1 es componente del complejo E3 ubiquitin ligasa HRD, participa en el sistema de degradación 
de proteínas ERAD.                                                                                                                                                                                                                       
BLAST: COG5243-HRD1. HRD1 es componente del complejo E3 ubiquitin ligasa HRD, participa en el sistema de degradación 
de proteínas ERAD. 
48 horas
XP_001704344 Proteína 21.1 Pfam: Siete motivos ankirina. 0 y 12 horas
XP_001704817 Proteína 21.1 Pfam: Ocho motivos ankirina 48 horas
XP_001708396 Proteína 21.1 Pfam: Siete motivos ankirina 6 y 48 horas
XP_001704622 Proteína 21.1 Pfam: Cuatro motivos ankirina 48 horas
Anexo 11
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XP_001705438 Hypothetical protein GL50803_115478 
Pfam/SMART: Nueve motivos Ankirina                                                                                                                                 
Pfam: Dominio de la cola de la miosina 1 (7.7e-04)                                                                                                                                                                                      
NCBI-Anotación: Ankirina y SMC_prok_A - chromosome segregation protein SMC.                                  
0 y 48 horas
XP_001707402 Hypothetical protein GL50803_101278 No se identif icaron dominios 0, 12 y 24 horas
XP_001708344 Hypothetical protein GL50803_94463 No se identif icaron dominios 6 y 48 horas
XP_001706533 Hypothetical protein GL50803_94117 Pfam: Dominio sinc f inger zf-DBF (1.7e-03) 0, 6, 12 y 24 horas
XP_001706938 Hypothetical protein GL50803_28699 No se identif icaron dominios 0 horas
XP_001707013 Hypothetical protein GL50803_24451
Pfam: Dominio FGF. Familia Fibrobast grow t factor, proteínas involucradas en crecimiento y diferenciación.                                                                                                                                                                                                             
NCBI-Anotación: Familia FGF- Acidic y basic f ibroblast grow th factor.
48 horas
XP_001707206 Hypothetical protein GL50803_23017 
SMART/Pfam: Dominio FAD Domain (1.96e-08) (45-95 aa). El dominio forkhead-associated (FHA) es un dominio 
fosfopéptido de reconocimiento presente en muchas proteínas regulatorias. 
0 y 48 horas
XP_001707920 Hypothetical protein GL50803_22543 No se identif icaron dominios 0 horas
XP_001706898 Hypothetical protein GL50803_21628 Pfam: UPF0227 (8.9e-02). Presente en proteínas no caracterizadas. 0 horas
XP_001708629 Hypothetical protein GL50803_17400 Pfam: Ciclina (3.4e-17) 0 horas
XP_001706499 Hypothetical protein GL50803_17332 
Pfam: DUF2890 (0.41). Dominio de función desconocida. Esta familia es conservada en adenovirus dsDNA de 
vertebrados. 
0 horas
XP_001704754 Hypothetical protein GL50803_16794 
Pfam: DUF814 (2.4e-15). Dominio de función desconocida. Este dominio esta presente en proteínas anotadas 
como proteínas se unión a f ibronectina/f ibrinógeno.
0 horas
XP_001707556 Hypothetical protein GL50803_16653 
Pfam: Dominio FYVE zinger (2.7e-16). Dominios FYVE-type son divididos en dos clases: dominios FYVE que se 
unen específ icamente a fosfatidilinositol-3-fosfato en las bicapas liídicas y dominios FYVE-related de función no 
determinada. Muchos de los dominios FYVE dirigen proteínas a los endosomas por unión a fosphatidilinositol-3-
fosfato de la membrana.
24 horas
XP_001707576 Hypothetical protein GL50803_16648 NCBI-Anotación: Ankirina y SMC_prok_A - chromosome segregation protein SMC 48 horas
XP_001707037 Hypothetical protein GL50803_16424 
Pfam: Mlf1IP (3.1e-04). Es la región conservada central de un grupo de proteínas que son represores 
transcripcionales putativos. La estructura contiene un motivo de unión putativo a la proteína 14-3-3 involucrado 
en la localización subcelular de varias moleculas regulatorias, este motivo podría mediar la interacción con el 
factor de transcripción DREF el cual regula genes relacionas con proliferación en Drosophila .
48 horas
XP_001709409 Hypothetical protein GL50803_16353 SMART: Un segemento transmembrana en la región C-terminal 0, 6, 12 y 24 horas
XP_001704054 Hypothetical protein GL50803_16312 
Pfam: A2_M-N2 (4.4e-02). Familia Alpha-2-macroglobulin (aM), esta familia incluye inhibidores de proteasas.                                                                                                                                                                                      
NCBI-Anotación: putativo PEP-CTERM sistema TPR-repeat lipoprotein; TIGR02917
0 horas
XP_001707019 Hypothetical protein GL50803_11380 No se identif icaron dominios 0 y 12 horas
XP_001706436 Hypothetical protein GL50803_9861 No se identif icaron dominios 0, 6, 12 y 24 horas
XP_001707432 Hypothetical protein GL50803_9183 
Pfam: MtfA (9.4e-02). MtfA (también conocida como YeeI) es un factor transcripcional A que une Mlc (make 
large colonies), un represor de glucosa y por lo tanto una proteína importante en la regulación del sistema 
fosfenolpiruvato:glucosa-fosfotransferasa (ptsG), el mayor transportador de glucosa en E.coli .
24 horas
XP_001708788 Hypothetical protein GL50803_9098
Pfam: MIP-T3 (1.8e-08) Microtubule-binding protein. Esta proteína interactúa con microtubulos y TRAF3 (tumour 
necrosis factor receptor-associated factor 3), es conservada de gusanos a humanos. 
0 horas
XP_001709369 Hypothetical protein GL50803_8770 
Pfam/NCBI-Anotación: UDG (6.3e-05). Superfamilia Uracil DNA glicosilasa. Uracil-DNA glicosilasas son enzimas 
de reparación del DNA que eliminan residuos de uracilo del DNA clevando el enlace N-glicosídico, iniciando la vía 
de reparación por eliminación de bases (base excision repair pathw ay). 
0 y 12 horas
Anexo 12
Analisis de las secuencias de proteínas hipotéticas identificadas con el ensayo de ubiquitinación in vitro 
Número de 
acceso
Descripción Resultados del análisis con los programas BLAST, Pfam y SMART
Tiempo de 
enquistación 
 177 
 
 
 
 
 
 
 
XP_001704451 Hypothetical protein GL50803_8692 
Pfam: Dominio CBS (4.2e-04 and 3.1e-07). Estos dominios son pequeños mudulos intracelulares que se 
emparejan para formar juntos un dominio globular estable. Las parejas de estos dominios se han llamado dominio 
Bateman. Los dominios CBS unen ligandos con grupos adenosil como AMP, ATP y S-AdoMet. Se encuentran 
contigüos o adjuntos a una amplia gama de dominios sugiriendo que estos pueden tener papeles regulatorios de 
las proteínas haciendolas sensibles a ligando con grupos adenosil.                                                                                                                                                                                                                                                                     
NCBI-Anotación: "TIM_phosphate_binding", proteínas TIM-barrel presentan un dominio conservado de unión a 
fosfato y en general presentan una estructura de barril cerrado beta/alfa.  
0 y 6 horas
XP_001706561 Hypothetical protein GL50803_8528 No se identif icaron dominios 0, 12 y 24 horas
XP_001709157 Hypothetical protein GL50803_7244 SMART: tres segmentos transmembrana. 6 horas
XP_001704720 Hypothetical protein GL50803_6617 
SMART: Un segmento transmembrana en su región C-terminal                                                                                                                          
Pfam: DDOST_48KDa (1). Miembros de esta familia estan involuvrados en glicosilación de proteínas asparagine-
linked. En particular, la enzima dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein glycosyltransferase (DDOST), también 
conocida como oligosachariltransferasa EC:2.4.1.119, transfiere el azúcar de manosa GlcNAc(2)-Man(9)-Glc(3) 
de un donor enlazado a dolicol a una asparigina aceptora en un motivo consenso Asn-X-Ser/Thr.
0 horas
XP_001705314 Hypothetical protein GL50803_6171 No se identif icaron dominios 0, 6 y 12 horas
XP_001707179 Hypothetical protein GL50803_5800 
Pfam/NCBI-Anotación: Dominio START (2.2e-10). START (STeroidogenic Acute Regulatory (STAR) related lipid 
Transfer). Este dominio es de 200-210 aa de longitud y esta presente en proteínas involucradas en transporte de 
lípidos (fosfatidilcolina) y metabolismo, traducción de señales, y regulación de la transcripción.
0 horas
XP_001704815 Hypothetical protein GL50803_4595 No se identif icaron dominios 0 y 24 horas
Número de 
acceso
Descripción Resultados del análisis con los programas Pfam y SMART
Tiempo de 
enquistación 
